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MEMORIA DESCRIPTIVA 

ANALOGOS DE SECUENCIAS PEPTIDICAS DERIVADAS DE LA PROTEINA 
QUE ENLAZA LIPOPOLISACARIDO (LPS), QUE POSEEN UNA EFICIENTE 
CAPACIDAD DE NEUTRALIZACION DEL LPS. 

El presente invento se refiere en general a analogos peptidicos de una region de la 
proteina que une lipopolisacarido (LBP), en los que han sido introducidas 
sustituciones de a. a. con respecto a la secuencia nativa, las que garantizan un 
efectivo enlace y neutralizacion de las actividades toxicas del LPS bacteriano; y en 
especifico al uso del o los peptidos, o sus derivados, para prevenir y tratar la sepsis 
y otras afecciones relacionadas con la endotoxina. 

La respuesta inflamatoria sistemica que caracteriza a la sepsis, puede ser 
desencadenada por afecciones tanto infecciosas como no infecciosas, como son los 
traumatismos severos y la pancreatitis. Las manifestaciones de la sepsis pueden 
incluir las relacionadas con la repuesta sistemica a la infeccion, como son 
taquicardia, taquipnea, escalofrios, fiebre (inicialmente irregular y remitente seguida 
por fiebre persistente) y leucocitosis, y aquellas manifestaciones relacionadas con 
disfuncion organica, como las anomalias cardiovasculares, respiratorias, renales, 
hepaticas y hematologicas. La sepsis se considera severa cuando esta asociada a: 
signos de hipoperfusion (acidosis lactica, oliguria y estado mental alterado), 
hipotension que Neva al shock, coagulacion intravascular diseminada, smdrome de 
distress respiratorio del adulto o insuficiencia organica multiple. 
Las toxinas producidas o liberadas por diversos microorganismos son el origen de la 
cascada patogenica en la sepsis. Aunque el shock septico frecuentemente se 
refiere solo a infecciones por bacterias Gram-negativa, las bacterias Gram-positivas, 
hongos, virus, protozoos, espiroquetas, rickettsias e incluso plantas y venenos 
pueden producir shock septico. La E.coli es el patogeno Gram-negativo mas 
frecuentemente aislado en las sepsis, seguido por Klebsiella-enterobacter, y otras 
bacterias tales como las Pseudomonas, Proteus y Serratia. Tambien la bacteriemia 
por Neisseria meningitidis es una causa frecuente de shock septico. 
El proceso en el cuadro septico comienza con la colonizacion por los 
microorganismos de un nido de tejidos. El organismo puede entonces invadir el 
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torrente sanguineo directamente (bacteremia) o proliferar localmente y liberar 
sustancias toxicas hacia la sangre (toxemia). Entre estas sustancias liberadas, la 
endotoxina, un componente estructural de la membrana externa de las bacterias 
negativas se asocia comunmente a la sepsis. En ocasiones la toxemia resulta de la 
translocacion de endotoxinas a traves de la barrera intestinal danada. 

La endotoxina es un lipopolisacarido (LPS) ubicuo de la hoja externa de la 
membrana exterior de todas las bacterias Gram-negativas. Las actividades 
biologicas y farmacologicas de los LPS son bastantes similares a pesar del 
microorganismo particular del cual se deriven, o de la patogenicidad de la cepa 
especifica. Se observan diferencias estructurales en la endotoxina derivada de 
diferentes cepas Gram-negativas. La porcion mas externa de la molecula de 
endotoxina consiste en una serie de oligosacaridos que son estructural y 
antigenicamente diversos. Internamente a estos oligosacaridos, esta el llamado 
nucleo sacaridico, el cual es estructural mente similar en bacterias Gram-negativas. 
A este nucleo oligosacaridico se enlaza una parte lipfdica, el Ifpido A, estructura muy 
conservada entre especies, que es responsable de la mayor parte de la toxicidad y 
actividades biologicas del LPS. 

El LPS dispara los mecanismos humorales y de activacion celular que tienen un 
papel patogenico en el shock y en la disfuncion organica. Varias cascadas 
humorales se activan por el LPS (6 Ifpido A), incluyendo las del complemento, la 
coagulacion y las kalikreinas, que son parcialmente responsables de los cambios 
hemodinamicos observados en la sepsis. Sin embargo, las interacciones entre el 
LPS y los receptores celulares de diversos tipos de celulas desempenan un papel 
crucial en los efectos toxicos y biologicos del LPS. Particularmente las celulas de 
linaje monocito/macrofago estan involucradas en la respuesta primaria del 
hospedero a la endotoxina. Otros tipos de celulas que estan implicados son los 
polimorfonucleares (PMN), los linfocitos y las celulas endoteliales. La activacion de 
estos tipos de celulas por el LPS se caracteriza por la rapida produccion y liberacion 
de una serie de productos que constituyen los mediadores endogenos centrales de 
la sepsis, especialmente distintos tipos de citocinas tales como el Factor de 
Necrosis Tumoral (TNF), la lnterleucina-1(IL-1) y la lnterleucina-6 (IL-6). 
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La activacion intravascular de los sistemas inflamatorios involucrados en el shock 
septico, asi como las alteraciones hemodinamicas, son fundamentalmente 
consecuencia de una perdida de regulacion de la produccion de estas citocinas. 
Entre ellas el TNF se considera como un importante mediador de los cambios 
fisiopatologicos asociados con la liberacion del LPS. Por tanto, los enfoques que 
inhiben la liberacion inducida por LPS de TNF resultan atractivos para reducir la 
morbilidad y mortalidad durante la sepsis. 

El LPS interactua con receptores celulares que estan enlazados a vfas de 
senalizacion que median la activacion celular. El CD14, una proteina anclada a la 
membrana por medio de una molecula de glicerofosforilinositol (mCD14), es 
considerada corrientemente como el receptor celular para el LPS en celulas de 
origen mieloide 1 . Otra proteina, el LBP, facilita la interaccion entre el LPS y el 
mCD14 para formar un complejo de alta afinidad. El LBP aumenta la union del LPS 
con el CD14 membranario, formando un complejo triple LBP:LPS:CD14. Informes 
recientes mostraron que el LBP permanece asociado con las membranas celulares 
de los monocitos cuando son incubados con LPS. Se ha encontrado una forma 
soluble de CD14 (sCD14) en suero, que tambien forma complejos con el LPS y 
activa celulas respondedoras al LPS que carecen de mCD14, como son las celulas 
endoteliales, las de musculo liso y las epiteliales 2 . El LBP desempena un papel 
catalltico en la formacion de los complejos LPS:sCD14 para la activacion de celulas 
no portadoras del mCD14. Por lo tanto el LBP desempena una funcion critica en los 
eventos de activacion celular por LPS observados en la sepsis; moleculas que 
tienen la capacidad de competir, antagonizar o inhibir el efecto del LBP de 
incrementar las funciones toxicas del LPS, pudieran contribuir a mejorar los 
smtomas de las sepsis. 

En la ultima decada se han sido descritos diversos agentes con capacidad de 
antagonizar los efectos del LPS y algunos de ellos se encuentran en desarrollo 
preclinico y/o clinico. Algunos autores han reportado una reduccion de la mortalidad 
inducida por la administracion de endotoxinas, en animales de experimentacion 
previamente tratados con anticuerpos anti-LPS 3 . A partir de la demostracion de que 
el segmento amino-terminal de la proteina bactericida e incrementadora de la 
permeabilidad (BPI, "bactericidal/ permeability increasing protein") mantiene todas 
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las propiedades antiendotoxicas y bactericidas de la holoproteina 4 , este segmento 
se ha empleado en estudios precllnicos y recientemente se han iniciado estudios 
cllnicos para su introduccion en la terapeutica de entidades asociadas al LPS como 
la meningococcemia, el trauma hemorragico y las infecciones intra-abdominales 
severas. 

Fragmentos peptidicos de la proteina BPI y analogos de los mismos han sido 
evaluados como antagonistas de endotoxina 5 " 8 . Entre otros agentes peptidicos que 
unen y neutralizan LPS se encuentran los derivados del denominado Factor anti- 
LPS de Limulus (LALF, Limulus anti-LPS Factor) 9 y peptidos sinteticos 
antiendotoxina que mimetizan las estructuras primaria y secundaria del polimixin B. 
El segmento N-terminal de la proteina LBP 10 , as! como fragmentos peptidicos 
menores, que incluyen las regiones 17-45, 65-108 y 142-169 o parte de ellas 6 * 11 ' 14 , 
se han descrito como regiones de union a LPS y se ha demostrado su capacidad de 
neutralizar los efectos toxicos mediados por endotoxina. 
Descripcion detailada de la invencion 

La presente invencion trata de la definicion de secuencias peptldicas derivadas de 
una region de la proteina LBP, resultantes de sustituciones en la estructura primaria 
de la proteina nativa, las que tienen la capacidad de enlazarse y neutralizar de 
modo eficaz aquellos efectos biologicos del LPS asociados a sus propiedades 
toxicas. Las mencionadas sustituciones le confieren a las secuencias peptldicas 
descritas en la presente invencion propiedades ventajosas sobre secuencias 
sobrepuestas descritas previamente 6,10 " 14 . 

Para comprender las bases moleculares de la interaccion LPS-protelna, se analizo 
la secuencia de aminoacidos del LBP y la proteina bactericida incrementadora de la 
permeabilidad (BPI), protelnas que se conoce que enlazan al LPS especlficamente. 
El objetivo del estudio era detectar caracterlsticas en la estructura primaria de estas 
protelnas que pudieran ser correlacionadas con la capacidad de interactuar con el 
LPS: El analisis incluyo la prediccion de estructura secundaria y accesibilidad, la 
busqueda de similitud de secuencia, la inspeccion de residuos conservados y el 
analisis de la distribucion de los residuos cargados a lo largo de la secuencia. El 
estudio revelo la presencia de algunas regiones en la secuencia aminoacldica de las 
protelnas LBP y BPI, ricas en residuos basicos y por tanto potencialmente capaces 
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de interactuar favorablemente con los grupos acidos del altamente anionico LPS 
(lipido A). El caracter basico de algunos de estos segmentos fue especifico de las 
proteinas LBP y BPI y no de las proteinas relacionadas PLTP (proteina 
transportadora de fosfolipidos) y la CEBP (proteina unidora de esteres de colesterol) 
las que unen especificamente fosfolipidos y colesterol, respectivamente. Como 
resultado del estudio, se sugirio un sitio de union al LPS en el LBP, localizado entre 
los residuos 89 y 96 de la proteina madura, considerando la presencia en esta 
region de un agrupamiento principal de residuos basicos 14 . Otros autores tambien 
han propuesto esta region o parte de la misma como posible sitio de union a LPS en 
LBP 6,11 " 13,15 

Para corroborar estos hallazgos, se disefiaron, sintetizaron y probaron peptidos 
sinteticos correspondientes a esta region del LBP, que incluyen o no sustituciones 
seleccionadas en residuos particulares; las secuencias peptidicas correspondiente 
a esta region del LBP, con capacidad de unirse y neutralizar el LPS fueron objeto de 
un aporte previo de nuestro grupo 14 . El tema de la presente invencion son, en 
particular, aquellas secuencias resultantes de sustituciones unicas o multiples de 
residuos aminoacidicos en posiciones dadas de la serie que determinan un optimo 
efecto neutralizante. 

En un primer enfoque, la invencion trata de peptidos derivados del LBP, 
caracterizados por su capacidad de antagonizar la interaccion LPS: LBP y de inhibir 
los efectos biologicos desatados por el LPS, los que presentan en las posiciones +1 , 
+5, +6, +7, +9, +10, +11, +12 y +13 aminoacidos esenciales, seleccionados ademas 
de otros preferidos en otras posiciones dentro de la secuencia que se describe, para 
un optimo desempeno de las propiedades del neutralizacion del LPS. Aqui, se 
definen como aminoacidos esenciales aquellos fundamentals para expresar de 
forma optima las propiedades de los peptidos neutralizantes del LPS. 
En un enfoque preferido, la presente invencion provee peptidos que unen al LPS y 
lo neutralizan eficazmente, los cuales tienen una secuencia aminoacidica derivada 
de la region comprendida entre los aminoacidos 86-99 de la proteina madura 
(secuencia no.1) pero con las sustituciones seleccionadas de aminoacidos en sitios 
particulares dentro de este dominio. Los peptidos preferidos de la presente 



6 



invencion son aquellos con la secuencia aminoacidica X-1 -2-3-4-5-6-7-8-9-1 0-1 1 - 
12-1 3-1 4-Y, donde: 

X es una cadena lineal de cero hasta cuatro D- o L-aminoacidos. 

(1) es uno de los aminoacidos D- o L-alanina, D- o L-treonina, D- o L-glutamina, D- o 
L-asparagina o D- o L-serina, y si y solo si al menos uno de los aminoacidos de las 
posiciones +5, +9, +10, +11 6 +13 ha sido sustituido en la secuencia original de 
acuerdo a lo que aqui se describe, entonces (1) podra sertambien D- o L-arginina o 
D- o L-lisina. 

(2) es uno de los aminoacidos D- o L-alanina, D- o L-valina , D- o L-isoleucina, D- o 
L-leucina, D- o L-fenilalanina, D- o L-metionina, D- o L-triptofano o D- o L-tirosina. 

(3) es uno de los aminoacidos D- o L-glutamina, D- o L-asparagina, D- o L-serina, o 
D- o L-treonina. 

(4) es uno de ios aminoacidos D- o L-glicina, D- o L-alanina, D- o L-valina, D- o L- 
isoleucina, D- o L-leucina, D- o L-fenilalanina, D- o L-metionina, D- o L-triptofano o 
D- o L-tirosina. 

(5) es uno de los aminoacidos D- o L-alanina, D- o L-treonina, D- o L-glutamina, D- o 
L- aS p ara gj na 6 D- o L-serina, y si y solo si al menos uno de los aminoacidos de las 
posiciones +1, +9, +10, +11 6 +13 ha sido sustituido en la secuencia original de 
acuerdo a lo que aqui se describe, entonces (5) podra sertambien D- o L-arginina o 
D- o L-lisina. 

(6) es uno de los aminoacidos D- o L-triptofano o D- o L-fenilalanina 

(7) es uno de los aminoacidos D- o L-lisina o D- o L-arginina 

(8) es uno de los aminoacidos D- o L-alanina, D- o L-valina, D- o L-isoleucina, D- o 
L-leucina, D- o L-fenilalanina y D- o L-tirosina. 

(9) es uno de los aminoacidos D- o L-alanina, D- o L-treonina, D- o L-glutamina, D- o 
L-asparagina o D- o L-serina, y si y solo si al menos uno de los aminoacidos de las 
posiciones +1, +5, +10, +11 6 +13 ha sido sustituido en la secuencia original de 
acuerdo a lo que aqui se describe, entonces (9) podra sertambien D- o L-arginina o 
D- o L-lisina. 

(10) es uno de los aminoacidos D- o L-alanina, D- o L-valina, D- o L-isoleucina, D- o 
L-leucina, D- o L-fenilalanina, D- o L-metionina, D- o L-triptofano o D- o L-tirosina, y 
si y solo si al menos uno de los aminoacidos de las posiciones +1, +5, +9, +116 
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+13 ha sido sustituido en la secuencia original de acuerdo a lo que aqui se describe, 
entonces (10) podra ser tambien D- o L-lisina o D- o L-arginina. 
(11) es uno de los aminoacidos D- o L-alanina o D- o L-valina; si y solo si al menos 
uno de los aminoacidos de las posiciones +1, +5, +9, +10, o +13 ha sido sustituido 
en la secuencia original de acuerdo a lo que aqui se describe, entonces (11) podra 
ser tambien D- o L-serina; y si y solo si el aminoacido de la posicion +10 ha sido 
sustituido en la secuencia original de acuerdo a lo que aqui se describe, entonces 

(11) podra ser tambien D- o L-treonina, D- o L-glutamina, D- o L-asparagina, D- o L- 
lisina o D- o L-arginina. 

(12) es uno de los aminoacidos D- o L-fenilalanina D- o L-triptofano o D- o L- 
tirosina. 

(13) es uno de los aminoacidos D- o L-alanina, D- o L-treonina, D- o L-glutamina, D- 
o L-asparagina o D- o L-serina; si y solo si al menos uno de los aminoacidos de las 
posiciones +1, +5, +9, +10 6 +11 ha sido sustituido en la secuencia original de 
acuerdo a lo que aqui se describe, entonces (13) podra ser tambien D- o L- 
fenilalanina, D- o L-arginina o D- o L-lisina; y si y solo si el a. a de la posicion +14 es 
D- o L-lisina o D- o L-arginina, entonces (13) podra ser tambien D- o L-glicina. 

(14) es uno de los aminoacidos D- o L-lisina, D- o L-arginina o D- o L-alanina, y si y 
solo si el aminoacido de la posicion +13 ha sido sustituido de acuerdo a lo que aqui 
se describe, entonces (14) podra ser tambien D- o L-valina D- o L-isoleucina, D- o 
L-leucina, D- o L-fenilalanina, D- o L-metionina, D- o L-triptofano o D- o L-tirosina. 

Y es una cadena lineal de cero a cuatro D- o L-aminoacidos. 

Ejemplos representatives de peptidos especificamente preferidos de la presente 
invencion incluyen los correspondientes a las secuencias no. 2-63. 
Las pruebas indican que los peptidos correspondientes a las secuencias descritas 
muestran propiedades ventajosas cuando se comparan con los peptidos que 
presentan otros aminoacidos en las posiciones mencionadas, que carecen de ellos, 
o que son sustituidos en las posiciones descritas sin considerar las definiciones que 
esta invencion describe. 

De modo especifico los peptidos correspondientes a las secuencias aqui descritas 
muestran propiedades ventajosas con respecto a los peptidos cuya secuencia 
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reproduce exactamente la de la proteina LBP nativa, correspondiendo con o 
incluyendo esta region, o parte de ella. 

En estas sustituciones puntuales, o combinaciones de ellas, se basa la superioridad 
funcional de estos peptidos con respecto a peptidos descritos previamente 10 " 14 . En 
esos otros casos, se describen como regiones de union y neutralizacion del LPS 
segmentos peptidicos que incluyen parcial o totalmente los que aqui se presentan, 
pero manteniendo la secuencia nativa del LBP o no declarando el caracter esencial 
de las sustituciones individuals y de su combinacion como aqui se describen. El 
caracter neutralizante o antagonico de los peptidos previamente descritos, que no 
incluyen de modo esencial las sustituciones aqui definidas, es varias veces inferior 
al resultante de las modificaciones que el presente documento describe. Peptidos 
cuya secuencia incluye las sustituciones definidas en las secuencias no. 64-66, u 
otras diferentes a las aqui definidas para estas posiciones (+6, +7 y +12) carecen de 
capacidad neutalizante del LPS. 

Las sustituciones en las otras posiciones (+1, +5, +9, +10, +1 1 y +13), como las que 
se ilustran en las secuencias 2-63, incrementan significativamente y de manera 
inesperada la capacidad de los peptidos de bloquear la interaccion proteina 
LBP:LPS y de inhibir el efecto del LPS sobre celulas inflamatorias. 
Las sustituciones presentes en los peptidos que aqui se describen confieren esta 
cualidad no esperada, a diferencia del efecto de algunas de las mismas 
sustituciones en la proteina nativa, de acuerdo a descripciones previas de otros 
autores 16 . Esto ultimo es indice de diferencias entre la union de los peptidos aqui 
descritos y el LPS con respecto a la interaccion entre la proteina LBP, o incluso 
entre otros segmentos de la region N-terminal de la misma, y el LPS. 
Este invento tambien se refiere a peptidos con las secuencias aqui descritas que 
estan obligados a adoptar una conformacion ciclica por medio de un enlace disulfuro 
formado entre dos residuos de cisteina afiadidos a sus extremos N- y C- 
respectivamente, o bien mediante enlaces amida formados entre cadenas laterales 
de sus amino acidos constituyentes. 

Tambien se contempla en este invento que personas capacitadas pueden hacer 
derivados de los peptidos preferidos descritos anteriormente, modificando los 
residuos de aminoacidos, sin que las moleculas resultantes pierdan las propiedades 
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de enlace y neutralization eficiente del LPS. Esas personas son tambien capaces 
de sustituir residuos aminoacidicos por a. a. no naturales homologos, manteniendo 
las propiedades neutralizantes de la molecula completa, asf como de sustituir la 
cadena principal de sosten 6 esqueleto por compuestos organicos que la mimeticen. 
En otro enfoque, este invento se refiere a polipeptidos hibridos que contienen las 
secuencias de peptidos mencionadas con los aminoacidos esenciales en las 
posiciones descritas, donde las secuencias de peptidos preferidas constituyen el 
extremo N-terminal o C-terminal de cadenas polipeptidas mayores en tal forma que 
mantienen su eficiente capacidad de unirse a y neutralizar el LPS y confiere esta 
capacidad al polipeptido hibrido. Un polipeptido hibrido preferido comprende la 
fusion de cualquiera de los peptidos preferidos y regiones de cadena pesada o de 
cadena ligera de la IgG. 

Este invento tambien se refiere a proteinas "scaffold" (o estructura de soporte) que 
exponen adecuadamente una de las secuencias peptidicas preferidas en tal forma 
que mantiene o aumenta su capacidad de unirse a y neutralizar el LPS y le confiere 
esta capacidad al polipeptido hibrido. El termino "proteinas scaffold", como es aqui 
utilizado se refiere a moleculas que admiten incluir dentro de su cadena 
polipeptidica, una o mas de las secuencias aqui seleccionadas, en tal forma que el 
segmento insertado adopte una estructura funcional en el marco de la proteina o 
polipeptido que funciona, a su vez, como soporte estructural. 

Tambien este invento se refiere a dos o mas repeticiones de una o varias de las 
secuencias preferidas en una cadena polipeptidica lineal, o su combinacion en tal 
forma que las secuencias preferidas se conectan por brazos de enlace, siendo 
dimeros o multimeros de una misma secuencia o combinaciones de dos o mas de 
ellas. Asi mismo se contempla la combinacion de una de las secuencias preferidas 
con otras secuencias peptidicas, de modo tal que el polipeptido nuevo tiene una 
capacidad de enlazarse y neutralizar el LPS significativamente superior a la 
evidenciada previamente para peptidos que incluyen total o parcialmente a esta 
region de la proteina LBP en su forma nativa o con sustituciones diferentes a las 
esenciales aqui descritas. Los brazos de enlace preferidos son aquellos que tienen 
entre 12 y 25 residuos de aminoacidos y que son ricos en los residuos Gly Ala, Pro y 
Ser. 
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Por otro lado, la presente invencion incluye arreglos de tres o mas copias de las 
secuencias peptidicas preferidas unidas por sus extremos C-terminales a un nucleo 
de lisinas, los cuales tienen la capacidad de unir y neutralizar eficazmente el LPS. 
Del mismo modo estos arreglos de secuencias preferidas pueden resultar de la 
combination de estructuras ciclicas obtenidas a partir de la adicion de residuos 
cisteina para formar enlaces disulfuro o por formation de enlaces amida utilizando 
las cadenas laterales de los aminoacidos constituyentes. 

Los peptidos sinteticos que tienen las secuencias preferidas descritas son moleculas 
pequenas con una mas amplia utilidad que polipeptidos mayores. Los peptidos de 
la presente invencion tienen ventajas sobre polipeptidos mayores derivados de la 
proteina LBP dada su menor inmunogenicidad, y un mayor espectro de actividad 
neutralizante sobre el LPS, por su capacidad de union a LPS derivado de distintas 
cepas Gram-negativas, incluyendo aquellas de cubiertas de LPS con largas 
cadenas de polisacaridos de fuerte empaquetamiento, como el Proteus mirabilis. La 
vida util del peptido in vivo y otros parametros farmacologicos pueden ser mejorados 
con polipeptidos y proteinas hlbridas 6 "scaffold" que incluyan las secuencias 
peptidicas preferidas. 

Todos los peptidos que abarca el presente invento pueden ser preparados usando 
los procedimientos patrones para la slntesis de peptidos, incluyendo, por ejemplo la 
tecnica sintetica de fase solida descrita por Merrifield 17 , asf como otros que pueden 
hacerse por personas calificadas. 

En otro enfoque preferido, este invento provee composiciones farmaceuticas que 
comprenden diluyentes, portadores o adyuvantes apropiados desde un punto de 
vista farmacologico, y cantidades efectivas de uno o mas peptidos, de los arreglos 
peptidicos lineales o en estructura multiple, o del hibrido o proteina "scaffold" que 
contiene su(s) secuencia(s). El termino "cantidad efectiva" como aqui se usa se 
refiere a la cantidad de peptidos, polipeptidos hibridos, o proteina "scaffold" que 
contiene su(s) secuencia(s), que es suficiente para mejorar los sintomas asociados 
con las respuestas sistemicas al LPS. 

Las composiciones farmaceuticas novedosas pueden ser utiles en los metodos de 
tratamiento de varias afecciones asociadas con la liberation del LPS, 
particularmente la sepsis por bacterias Gram-negativas y secuelas como la 
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endotoxemia y el shock, el Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistemica (SIRS), el 
Sindrome de Respuesta Compensatoria Anti-inflamatoria (CARS), la Coagulacion 
Intravascular Diseminada, el Sindrome de Distress Respiratorio del Adulto y el 
Sindrome de Disfuncion de Organos Multiples (MODS). El metodo terapeutico Neva 
a mejorar uno o varios smtomas de pacientes que sufren o estan en riesgo de 
desarrollar estas afecciones, de causas muy diversas como infeccion, trauma, 
quemaduras y pancreatitis. Los pacientes que tambien pueden necesitar tal 
tratamiento incluyen aquellos afectados por enfermedades inflamatorias intestinales, 
ictero obstructivo u otras enfermedades donde esta afectada la barrera 
gastrointestinal y este favorecida la translocacion bacteriana o de endotoxina. 
Tambien las secuencias de ADN que codifican los peptidos preferidos de esta 
invencion, o que codifican los hibridos y protemas "scaffold" que contienen estas 
secuencias peptfdicas, pueden ser insertadas en los vectores adecuados para ser 
expresadas in vivo con propositos terapeuticos o profilacticos, conjuntamente con 
los portadores, diluentes, adyuvantes o soluciones estabilizadoras o sustancias 
quimicas apropiadas. 
EJEMPLOS DE REALIZACION 
EJEMPLO 1. 

Este ejemplo describe la capacidad de los peptidos preferidos de esta invencion, de 
bloquear la interaccion entre la protema LBP y el LPS de E.coli. Se utilizo un ensayo 
tipo ELISA en el que se determina la union de LPS marcado con biotina al LBP 
humano recombinante (LBPhr), en diferentes concentraciones y en ausencia o 
presencia de una concentracion fija de los peptidos en evaluacion. El LPS se marco 
con biotina usando un procedimiento estandar conocido por personas 
especializadas. El LBP es previamente unido a la superficie solida con el empleo de 
un anticuerpo policlonal especifico, purificado por cromatografia de afinidad 
utilizando Protema A-Sepharose (Pharmacia). Mezclas de concentraciones fijas del 
LPS biotinilado y de cada peptido son incubadas por 2h a TA y son luego anadidas, 
en un volumen final de 100 uL, a los pozuelos que contienen el LBPhr. De este 
modo se determina como la union en solucion peptido:LPS afecta la interaccion del 
LPS con el LBPrh unido a la placa. En la Fig. 1 se muestra el efecto de la pre- 
incubacion del LPS-biotina con los peptidos LBP 8 e-99, LBP A go, LBP A 94 y LBP A 86 (estos 
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ultimos tres, entre los preferidos de esta invencion) sobre la interaccion del LPS 
marcado con la proteina LBP. La Fig. 2 muestra el resultado de la evaluacion en el 
mismo ensayo de los peptidos LBP A95 , LBP A 96 y LBP A98 y en la Fig. 3 se representan 
los resultados para el caso de los peptidos LBP A9 i, LBP A9 2 y LBP A97 . En todos los 
ensayos representados se incluye la condicion de interaccion proteina LBP:LPS- 
biotina en ausencia de peptido, el resultado en presencia del LBP 86 -9 9 , y en la Fig. 2 
la presencia de un peptido cationico no relacionado, C5,3. 

La interaccion proteina LBP:LPS se bloqueo de modo significativo con peptidos 
sustituidos de acuerdo a lo preferido en la presente invencion, como se representa 
para los casos de LBP A86 , LBP A90 , LBP A94 , LBP A95) LBP A96 y LBP A98 y se favorecio 
con la sustitucion de aminoacidos esenciaies para lograr el efecto inhibitorio optimo, 
como aqui se describe y se representa para el caso de los peptidos LBP A9 i, LBP A 92 
y LBP A97 . 

Estos resultados demuestran que los peptidos que comprenden las secuencias 
preferidas de la presente invencion poseen una mayor capacidad de bloqueo de 
esta interaccion LBP:LPS que el peptido LBP 86 -99 cuya secuencia corresponde a la 
de la proteina nativa. Este ejemplo evidencia que las sustituciones descritas en la 
presente invencion son esenciaies para lograr el efecto inhibitorio optimo de 
peptidos derivados de esta region de la proteina LBP sobre la interaccion LPS:LBP, 
en buena medida necesaria para desencadenar la respuesta tisular al 
lipopolisacarido. 

Del mismo modo este ejemplo demuestra que la sustitucion de a. a. particulares en 
las posiciones mencionadas por otros diferentes a los aquf descritos, reduce o 
elimina la capacidad neutralizante de estos fragmentos peptidicos. 

EJEMPLO 2. 

Para determinar si los peptidos de la presente invencion son capaces de neutralizar 
las respuestas mediadas por el LPS, se evaluo la capacidad de los peptidos de 
bloquear la produccion de TNF inducida por el LPS en celulas de sangre periferica 
humana. En esta prueba se evalua la produccion de TNF por celulas mononucleares 
de sangre periferica humana inducida por concentraciones de LPS comunmente 
encontradas en pacientes septicos. El LPS (2 ng/mL) se incubo con una 
concentracion fija de los peptidos durante 2 horas a 37°C y luego se agregaron las 
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mezclas en 100 uL a un volumen semejante de suspencion de celulas 
mononucleares. El medio de la suspencion celular ya contenia LBP humano 
recombinante, 200 ng/mL. Los cultivos se mantuvieron siempre a 37°C en una 
atmosfera de C0 2 al 5%. Se midio el TNFa despues de 18-24 horas en el 
sobrenadante de los cultivos, utilizando un ELISA especifico para TNFa humano. 
Los resultados de tres experimentos diferentes se expresan como promedio en la 
Fig. 4. Se observaron niveles significativamente reducidos de citocina en los cultivos 
que contenian LPS de E.coli 01 11:B4 (1ng/mL) y cualquiera de los peptidos LBP 8 e- 
99j LBP A 94, LBP A 95, y LBP A 98- Entre ellos los ultimos tres peptidos, preferidos de esta 
invencion, evidenciaron un efecto inhibitorio superior al peptido LBP 8 6-99- Se 
observaron resultados similares cuando se usaron en los ensayos 2 6 10 ng/mL del 
LPS de E.coli y concentraciones de LBPhr de 20 6 100 ng/mL. El peptido cationico 
no relacionado, B6,1, no modified la produccion del TNF en el mismo ensayo. Por 
otra parte, el peptido LBP A gi donde se ha introducido una sustitucion a. a. no 
adecuada en la posicion (6), de acuerdo a lo que aqui se define, no posee 
capacidad neutralizante. 

Estos resultados indican la importancia de las sustituciones descritas para el 
despliegue optimo de la capacidad de los peptidos derivados de esta region del LBP 
de inhibir los efectos biologicos del LPS sobre celulas mononucleares humanas, 
sugiriendo su utilidad para el desarrollo de metodos profiiacticos y terapeuticos de la 
sepsis, el Sindrome de Respuesta Sistemica Inflamatoria y otras afecciones 
relacionadas. La potencia de los peptidos preferidos de este invento disminuyendo 
la liberacion de citocinas pro-inflamatorias, esta aqui adecuadamente demostrada 
usando concentraciones de endotoxinas comunmente halladas en pacientes 
endotoxemicos. 
EJEMPLO 3 

La presencia de los aminoacidos "seleccionados" en las posiciones +1, +5, +6, +7, 
+9, +10, +11, +12 y +13 de las secuencias descritas en la presente invencion 
resultan esenciales para el adecuado despliegue de la actividad inhibitoria sobre 
respuestas desencadenadas por LPS. Los peptidos cuyas secuencias se derivan del 
LBP que constituyen un aporte preferido de la presente invencion portan los 
aminoacidos seleccionados en las posiciones +1, +5, +6, +7, +9, +10, +11, +12 y 
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+13 lo que les proporciona ventajas primarias e inesperadas sobre otros peptidos 
que carecen de los mencionados aminoacidos "seleccionados" para estas 
posiciones. Entre otros peptidos derivados del LBP, varios previamente descritos 11 " 14 
disminuyen las respuestas biologicas inducidas por el LPS pero con potencia 
significativamente inferior a la de los peptidos preferidos de la presente invencion. 
Para demostrar la ventaja de los peptidos de este invento sobre los previamente 
descritos, se evaluo la capacidad inhibitoria de algunos de ellos sobre respuestas 
inducidas por LPS; la comparacion del efecto de los diferentes peptidos sobre la 
produccion de IL-6 inducida por LPS en experimentos con celulas mononucleares 
de sangre periferica humana es ilustrada en la Fig. 5. El procedimiento experimental 
fue similar al descrito en el EJEMPLO 2. El LPS (2 ng/mL) se incubo con los 
peptidos durante 2 horas a 37°C y las mezclas se agregaron entonces a los cultivos 
de celulas mononucleares. Los cultivos siempre se mantuvieron a 37°C en una 
atmosfera de C0 2 al 5%, y se realizaron en presencia de concentraciones conocidas 
de LBPhr (20 6 100 ng/mL). La IL-6 se midio en el sobrenadante despues de 18 h 
de cultivo, utilizando un ELISA especifico para IL-6 humana. En estos experimentos 
se evaluo el efecto de los siguientes peptidos: LBP 8 6- 99 , LBP-H (LBP 88 -ioi, 
secuencia no.67) 13 , LBP A9 4, LBP A9 5 y LBP A98 . La Fig. 5 representa la produccion de 
IL-6 por celulas mononucleares tratadas con una proporcion peptido:LPS (E.coli) de 
1000:1 (peso:peso). Solo los peptidos LBP A9 4, LBP A95 y LBP A98 , que ilustran 
sustituciones esenciales descritas en este invento, y que tiene aminoacidos 
esenciales en las posiciones +9, +10 , y +13 , fueron capaces de inhibir la produccion 
de IL-6 en mas de un 35%, demostrando la importancia de estas sustituciones para 
el despliegue adecuado de aquellas propiedades atrayentes para propositos 
profilacticos y terapeuticos. El peptido LBP A95 inhibio la respuesta de celulas 
mononucleares al LPS en mas de un 70%, en presencia de concentraciones de 
LBPhr de 20 y 1 00 ng/mL. 
EJEMPLO 4 

Se utilizo un modelo animal de shock endotoxico para conocer si los peptidos de 
este invento eran capaces de bloquear respuestas fisiologicas complejas al LPS. 
Esta capacidad pudiera ser de relevancia para la practica clmica. En este modelo, 
los ratones fueron sensibilizados con Actinomicina D para incrementar la respuesta 
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desatada por LPS. Con este proposito, se administro la Actinomicina D (7.5|ag) i.p. a 
ratones hembras de 6-8 semanas de edad. Simultaneamente con la Actinomicina 
D, cada raton recibio LPS y se evaluo la supervivencia cada 24 horas durante 120 
horas despues del reto. El efecto de los peptidos del presente invento en la 
supervivencia de los ratones retados con LPS de E.coli se evaluo por la 
administracion de LPS (1 jug/raton en vehiculo salino) o mezclas de LPS:peptido 
previamente incubadas durante 2 horas a 37°C. La Fig. 6 representa la 
supervivencia de los ratones despues de la inyeccion intraperitoneal del LPS mas 5 
ug de los siguientes peptidos: LBP 86 - 99 , LBP A9 4, LBP A95 , LBP A98 6 el peptido cationico 
no relacionado B6,1. La supervivencia de los ratones se incremento 
signiftcativamente solo por la administracion de los peptidos LBP A94 , LBP A95 , 6 
LBP A98 (*p< 0.05 vs. el vehiculo 6 el HCV). El peptido LBP 86 - 99 no brindo un efecto 
beneficioso en la supervivencia de los ratones cuando se administro en esta dosis, 
lo que evidencia la superior eficacia de los peptidos con las sustituciones preferidas 
de esta invencion. El efecto neutralizante de los peptidos de la presente invencion 
sobre respuestas toxicas del LPS desatadas in vivo destaca el valor de los peptidos 
mencionados para la aplicacion de metodos profilacticos o terapeuticos en las 
sepsis u otra afeccion asociada. Asi, los resultados indican que los peptidos de este 
invento retienen sus propiedades bloqueadoras cuando son probados bajo 
condiciones fisiopatologicas, demostrando su potencia farmacologica. 
Particularmente, estos resultados destacan la importancia de la presencia de 
sustituciones en las posiciones +1 , +5, +9, +10, +11 y +13 para garantizar la 
propiedad de los peptidos derivados del LBP de alcanzar una neutralizacion efectiva 
in vivo de las respuestas al LPS, lo que constituye el enfoque especialmente 
preferido del presente invento. 
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BREVE DESCRIPCION DE LOS FIGURAS. 

ANALOGOS DE SECUENCIAS PEPTIDICAS DERIVADAS DE LA PROTEINA 
QUE ENLAZA LIPOPOLISACARIDO (LPS), QUE POSEEN UNA EFICIENTE 
CAPACIDAD DE NEUTRALIZACION DEL LPS. 

Figura 1. Muestra la capacidad inhibitoria de distintos peptidos de la presente 
invention (LBP A 86, LBPaqo y LBP A 94) sobre la interaction entre el LPS E.coli y la 
proteina LBP humana recombinante, esta ultima unida a una superficie solida con el 
empleo de un anticuerpo policlonal especlfico. El enlace del LPS marcado con 
biotina se determino usando estreptavidina-peroxidasa. Se utilizaron como controles 
experimentales la interaction en ausencia de peptido y el efecto de la presencia del 
peptido LBP 8 6-99 previamente descrito por su capacidad de afectar esta interaction. 
Figura 2. Muestra la capacidad inhibitoria de otros peptidos de la presente invention 
(LBP A 95, LBP A 96 y LBP A 98) sobre la interaction entre el LPS E.coli y la proteina LBP 
humana recombinante. Se utilizaron condiciones experimentales semejantes a las 
descritas para la Fig.1. Se incluyo en este caso como control de no inhibition de la 
interaction la presencia del peptido cationico no relacionado C5,3. 
Figura 3. Muestra como sustituciones no adecuadas de a. a. en posiciones 
esenciales (peptidos LBP A91 , LBP A92 y LBP A97 ), segun describe el presente invento, 
afectan la capacidad de los peptidos de la presente invention de inhibir la 
interaction entre el LPS E.coli y la proteina LBP humana recombinante. Se utilizaron 
condiciones experimentales semejantes a las descritas para la Fig.1. 
La figura 4 muestra el efecto de diferentes peptidos de la presente invention 
(LBP A94 , LBP A95 y LBP A98 ) sobre la production de TNF inducida por LPS de E.coli en 
celulas mononucleares de sangre periferica humana. Ademas, se muestra la 
perdida de la capacidad neutralizante para un peptido con una sustitucion no 
adecuada de a. a. en una position esencial (peptido LBP A9 i), segun describe el 
presente invento. Se utilizaron como controles experimentales la induction de TNF 
en ausencia de peptido, el efecto de la presencia del peptido LBP 8 6-99 y del polimixin 
B (PMB), ambos capaces de neutralizar este efecto del LPS aunque en diferente 
grado, y la presencia del peptido cationico no relacionado B6,1 como control 
negativo. 



Figura 5. Muestra el efecto de diferentes peptidos de la presente invencion (LBP A 94, 
LBP A 95 y LBPaqs) sobre la produccion de IL-6 inducida por LPS de E.coli en celulas 
mononucleares de sangre periferica humana. Los resultados se expresan como % 
de inhibicion de la produccion del IL-6 en comparacion con la liberacion del IL-6 
inducida por el LPS en ausencia de los peptidos. Se incluyo la evaluacion del efecto 
de otros peptidos cuya capacidad neutralizante de los efectos del LPS ha sido 
previamente descrita (LBP 86 -99 y LBP-H) y la presencia del peptido cationico no 
relacionado B6,1 como control negative 

Figura 6. Muestra los datos de supervivencia para grupos de 10 ratones retados por 
la administracion i.p. de una dosis letal de LPS de E.coli y tratados simultaneamente 
con cantidades equimolares de diferentes peptidos de la presente invencion 
(LBP A94 , LBP a95 y LBP A9 s), asi como del peptido LBP 8 6- 99 (previamente descrito por 
su capacidad de incrementar la supervivencia pero en dosis 3 veces superiores a 
las aqui empleadas) y del peptido B6,1, utilizado como control negativo. La 
supervivencia se registro cada 24 horas durante 120 horas. 
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Fig. 1 



Fig. 2 
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Lista de secuencias 
Numero de secuencias: 67 

(1) Informacion de la secuencia no.1 (LBP 8 6-99) 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: Lipopolysaccharide Binding Protein (LBP) 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVRKSFFK 

(2) Informacion de la secuencia no.2 (LBPasg) 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQGRWKVRKSFFK 

(3) Informacion de la secuencia no. 3 (LBP A 9o) 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGAWKVRKSFFK 

(4) Informacion de la secuencia no.4 (LBP A 94) 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVAKSFFK 

(5) Informacion de la secuencia no. 5 (LBP A 9s) 
a. Tipo de secuencia: aminoacidos 
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b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecular proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQ G RWKVR AS F F K 

(6) Informacion de la secuencia no. 6 (LBP A 96) 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVRKAFFK 

(7) Informacion de la secuencia no. 7 (LBP A 9s) 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVRKSFAK 

(8) Informacion de la secuencia no. 8 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
A VQ G RWKVR KS FA K 

(9) Informacion de la secuencia no. 9 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
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AVQGRWKVRASFFK 

(10) lnformaci6n de la secuencia no. 10 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQGAWKVRKSFFK 

(1 1) lnformaci6n de la secuencia no.1 1 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQGRWKVAKSFFK 

(12) lnformaci6n de la secuencia no. 12 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQGRWKVRKAFFK 

(13) lnformaci6n de la secuencia no. 13 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGAWKVAKSFFK 

(14) lnformaci6n de la secuencia no. 14 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 
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c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGAWKVRASFFK 

(15) lnformaci6n de la secuencia no. 15 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGAWKVRKAFFK 

(16) lnformaci6n de la secuencia no.1 6 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQ G AWKVR KS FA A 

(17) lnformaci6n de la secuencia no. 17 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVAKAFFK 

(18) lnformacion de la secuencia no. 18 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVAKSFAK 



(19) lnformaci6n de la secuencia no. 19 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVRKAFAK 

(20) lnformaci6n de la secuencia no. 20 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVRASFAK 

(21) lnformaci6n de la secuencia no. 21 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RFQGRWKVRASFFK 

(22) lnformaci6n de la secuencia no. 22 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVSGRWKVRASFFK 

(23) lnformaci6n de la secuencia no. 23 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 
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d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVNGRWKVRASFFK 

(24) lnformaci6n de la secuencia no. 24 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQMRWKVRASFFK 

(25) lnformaci6n de la secuencia no.25 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQ F RWKVR AS F F K 

(26) lnformaci6n de la secuencia no. 26 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKFRASFFK 

(27) lnformaci6n de la secuencia no.27 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQ G RWKVR A Q F F K 

(28) lnformaci6n de la secuencia no. 28 
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a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVRASWFK 

(29) lnformaci6n de la secuencia no. 29 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVRASFFA 

(30) lnformaci6n de la secuencia no.30 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVRASFQV 

(31) lnformaci6n de la secuencia no. 31 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVSGRWKVRASFAK 

(32) lnformaci6n de la secuencia no. 32 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 
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e. Propiedades: secuencia linear 
RVSG RWKVRAS FQ V 

(33) lnformaci6n de la secuencia no. 33 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQ G RWKVRAS FTV 

(34) lnformaci6n de la secuencia no. 34 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVRVSFFK 

(35) lnformaci6n de la secuencia no. 35 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQGRWKVRVSFFK 

(36) lnformaci6n de la secuencia no. 36 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVSGRWKVRVSFFK 

(37) lnformaci6n de la secuencia no. 37 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 



b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQG RWKVRVS F AK 

(38) lnformaci6n de la secuencia no. 38 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVRVSFQV 

(39) lnformaci6n de la secuencia no. 39 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWKVRVTFFK 

(40) lnformaci6n de la secuencia no.40 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWRVRVKFTV 

(41) lnformaci6n de la secuencia no.41 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
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RVQGRWRVRVAFAK 

(42) lnformaci6n de la secuencia no.42 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQGRWRVRVSFAK 

(43) lnformaci6n de la secuencia no.43 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQGRWRVRVSFQV 

(44) lnformaci6n de la secuencia no.44 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVSGRWRVRVSFAK 

(45) lnformaci6n de la secuencia no.45 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVSGRWRVRVSFQV 

(46) lnformaci6n de la secuencia no.46 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 
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c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWRVRVTFGV 

(47) lnformaci6n de la secuencia no.47 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVSGRWRVRVTFAK 

(48) lnformaci6n de la secuencia no.48 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVSGRWRVRVTFQV 

(49) lnformaci6n de la secuencia no.49 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWRVAKSFQV 

(50) lnformaci6n de la secuencia no. 50 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQGRWRVAKSFGK 



(51) lnformaci6n de la secuencia no. 51 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQGRWRVAKSFQV 

(52) lnformaci6n de la secuencia no.52 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVSGRWRVAKAFGK 

(53) lnformaci6n de la secuencia no. 53 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVSGRWRVAKAFQV 

(54) lnformaci6n de la secuencia no. 54 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVSGRWRVKVAFQV 

(55) lnformaci6n de la secuencia no. 55 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 
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d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
R VQ G A WKVR AS FA K 

(56) lnformaci6n de la secuencia no. 56 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGAWKVRASFQV 

(57) lnformaci6n de la secuencia no. 57 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQGAWKVRASFAK 

(58) lnformaci6n de la secuencia no. 58 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 
AVQGAWKVRASFQV 

(59) lnformaci6n de la secuencia no. 59 

f. Tipo de secuencia: aminoacidos 

g. Longitud: 18 aminoacidos 

h. Tipo de molecula: proteina 

f. Fuente original: Lipopolysaccharide Binding Protein (LBP) 
L Propiedades: secuencia linear 
HRVQGRWKVRASFFKLG 

(60) lnformaci6n de la secuencia no. 60 
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j. Tipo de secuencia: aminoacidos 
k. Longitud: 18 aminoacidos 
I. Tipo de molecula: proteina 

g. Fuente original: Lipopolysaccharide Binding Protein (LBP) 
m. Propiedades: secuencia linear 

TV RVQ G A WKVR AS F F KLQ 

(61) lnformaci6n de la secuencia no. 61 

n. Tipo de secuencia: aminoacidos 
o. Longitud: 18 aminoacidos 
p. Tipo de molecula: proteina 

h. Fuente original: Lipopolysaccharide Binding Protein (LBP) 
q. Propiedades: secuencia linear 

TVRVQGRWKVRASFAKLQ 

(62) lnformaci6n de la secuencia no. 62 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 17 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

i. Fuente original: Lipopolysaccharide Binding Protein (LBP) 

d. Propiedades: secuencia linear 
S VRVQ G RWKVR AS F AVT 

(63) lnformaci6n de la secuencia no. 63 

e. Tipo de secuencia: aminoacidos 

f. Longitud: 24 aminoacidos 

g. Tipo de molecula: proteina 

j. Fuente original: Lipopolysaccharide Binding Protein (LBP) 

h. Propiedades: peptido ciclico 
CRVQGAWKVRKSFFKLQGSFVDSC 

(64) lnformaci6n de la secuencia no.64 (LBP A 92) 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 



e. Propiedades: secuencia linear 
RVQGRWAVRKSFFK 
(65)lnformaci6n de la secuencia no. 65 (LBP A 97) 

a. Tipo de secuencia: aminoacidos 

b. Longitud: 14 aminoacidos 

c. Tipo de molecula: proteina 

d. Fuente original: secuencia no.1 

e. Propiedades: secuencia linear 



f. Tipo de secuencia: aminoacidos 

g. Longitud: 14 aminoacidos 

h. Tipo de molecula: proteina 

i. Fuente original: secuencia no.1 
j. Propiedades: secuencia linear 

RVQGRAKVRKSFFK 
(67)lnformacion de la secuencia no. 67 (LBP 8 8-ioi) 
k. Tipo de secuencia: aminoacidos 
I. Longitud: 14 aminoacidos 
m. Tipo de molecula: proteina 

k. Fuente original: Lipopolysaccharide Binding Protein (LBP) 
n. Propiedades: secuencia linear 



RVQGRWKVRKSAFK 



(66)lnformaci6n de la secuencia no. 66 (LBP A 9i) 
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REIVINDICACIONES 

ANALOGOS DE SECUENCIAS PEPTIDICAS DERIVADAS DE LA PROTEINA 
QUE ENLAZA LIPOPOLISACARIDO (LPS), QUE POSEEN UNA EFICIENTE 
CAPACIDAD DE NEUTRALIZACION DEL LPS. 

1. Un peptido derivado del LBP pero con sustituciones basicas en su estructura 
primaria con respecto a la secuencia nativa, que tiene la capacidad de 
enlazarse y neutralizar eficazmente las respuestas mediadas por LPS y que: 

(a) comprende la secuencia de aminoacidos 1-2-3-4-5-6-7-8-9-10-11-12-13-14, 

o parte de ella, donde: 

X es una cadena lineal desde cero hasta cuatro D- o L-aminoacidos. 

(1) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos alanina, treonina, 
glutamina, asparagina o serina, y si y solo si al menos uno de los aminoacidos 
de las posiciones +5, +9, +10, +11 6 +13 ha sido sustituido en la secuencia 
original de acuerdo a lo que aqui se describe, entonces (1) podra ser tambien 
D- o L-arginina o lisina. 

(2) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos alanina, valina, isoleucina, 
leucina, fenilalanina, metionina, triptofano y tirosina. 

(3) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos glutamina, asparagina 
serina y treonina. 

(4) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos glicina, alanina, valina, 
isoleucina, leucina, fenilalanina, metionina, triptofano y tirosina. 

(5) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos alanina, treonina, 
glutamina, asparagina y serina, y si y solo si al menos uno de los aminoacidos 
+1, +9, +10, +11 6 +13 ha sido sustituido en la secuencia original de acuerdo a 
lo que aqui se describe, entonces (5) podra ser tambien D- o L-arginina o 
lisina. 

(6) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos triptofano y fenilalanina. 

(7) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos lisina y arginina. 

(8) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos alanina, valina, isoleucina, 
leucina, fenilalanina y tirosina. 

(9) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos alanina treonina, glutamina, 
asparagina y serina, y si y solo si al menos uno de los aminoacidos de las 
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posiciones +1, +5, +10, +11 6 +13 ha sido sustituido en la secuencia original 
de acuerdo a lo que aqui se describe, entonces (9) podra ser tambien D- o L- 
arginina o lisina. 

(10) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos alanina, valina, leucina, 
isoleucina, fenilalanina, metionina, triptofano y tirosina, y si y solo si al menos 
uno de los aminoacidos de las posiciones +1, +5, +9, +11 6 +13 ha sido 
sustituido en la secuencia original de acuerdo a lo que aqui se describe, 
entonces (10) podra ser tambien D- o L-lisina o arginina. 

(11) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos alanina o valina; si y solo 
si al menos uno de los aminoacidos de las posiciones +1, +5, +9, +10 6 +13 ha 
sido sustituido en la secuencia original de acuerdo a lo que aqui se describe, 
entonces (11) podra ser tambien D- o L-serina; y si y solo si el a. a. de la 
posicion +10 ha sido sustituido en la secuencia original de acuerdo a lo que 
aqui se describe, entonces (11) podra ser tambien D- 6 L-glutamina, 
asparagina, treonina, lisina o arginina. 

(12) se selecciona del grupo de D- 6 L- aminoacidos fenilalanina, triptofano y 
tirosina. 

(13) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos alanina, treonina, 
glutamina, asparagina y serina; si y solo si al menos uno de los aminoacidos 
de las posiciones +1, +5, +9, +10 o +11 ha sido sustituido en la secuencia 
original de acuerdo a lo que aqui se describe, entonces (13) podra ser tambien 
D- o L-fenilalanina, arginina o lisina; y si y solo si el a. a de la posicion +14 es 
D- o L-lisina o D- o L-arginina, entonces (13) podra ser tambien D- o L-glicina. 

(14) se selecciona del grupo de D- o L- aminoacidos lisina, arginina y alanina, y 
si y solo si el a. a. de la posicion +13 ha sido sustituido de acuerdo a lo que 
aqui se describe, entonces (14) podra ser tambien D- o L-valina, isoleucina, 
leucina, fenilalanina, metionina, triptofano o tirosina. 

Y es una cadena lineal desde cero a cuatro D- o L-aminoacidos. 
(b) posee residuos de aminoacidos esenciales en las posiciones descritas 
como +1, +5, +6, +7, +9, +10, +11, +12 y +13 y como preferidos aquellos que 
se describen en otras posiciones. 
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2. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 1 que tiene la capacidad de enlazarse y 
neutralizar el LPS y que es la region N-terminal de un polipeptido mayor. 

3. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 1 que tiene capacidad de enlazarse y 
neutralizar el LPS y que es la region C-terminal de un polipeptido mayor. 

4. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 1 que tiene la capacidad de enlazarse y 
neutralizar el LPS el cual es insertado en la cadena lineal de un polipeptido 
mayor. 

5. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 1 en que al menos un amino acido de la 
secuencia ha sido sustituido por un amino acido homologo no natural. 

6. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 1 en que el extremo N-terminal ha sido 
modificado por acetilacion o succinilacion. 

7. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 2 donde el extremo N-terminal ha sido 
modificado por acetilacion o succinilacion. 

8. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 1 6 3 donde el extremo C-terminal es un 
grupo -OH, -COOH 6 -CONH 2 . 

9. Un peptido de acuerdo la lo expuesto en 1 que ha sido obligado a adoptar una 
conformacion ciclica por una union intramolecular tipo disulfuro o amida. 

10. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 5 que ha sido obligado a adoptar una 
conformacion ciclica por un enlace intramolecular de tipo disulfuro o amida. 

11. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 1 donde la cadena de sosten ha sido 
sustituida por entidades organicas mimeticas del sosten. 

12. Un peptido de acuerdo la lo expuesto en 5, 6, 9 6 10 donde la cadena de sosten 
ha sido sustituida por entidades organicas mimeticas del sosten. 

13. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 1, 5, 6, 9 6 10, donde al menos un 
amino acido de dichas secuencias ha sido sustituido por alquilacion utilizando 
metodos quimicos o enzimaticos. 

14. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 1, 5, 6, 9 o 10, donde al menos un 
aminoacido de dicha secuencia ha sido glicosilado usando metodos quimicos o 
enzimaticos. 

15. Un polipeptido de acuerdo a lo expuesto en 2, 3 6 4, donde al menos un 
aminoacido de la secuencia expuesta en 1, ha sido glicosilado usando metodos 
quimicos o enzimaticos 



39 



16. Una cadena polipeptidica lineal que contiene 2 6 mas repeticiones de una misma 
secuencia peptidica de acuerdo a lo expuesto en 1 6 5 conectadas por enlaces 
de 12 - 35 aminoacidos, ricos en residuos Gly, Ala, Pro 6 Ser. 

17. Una cadena polipeptidica lineal que contiene combinaciones de 2 6 mas 
secuencias peptidicas de acuerdo a 1 6 5 conectadas por enlaces de 12 - 25 
aminoacidos, ricos en residuos de Gly, Ala, Pro 6 Ser. 

18. Un arreglo estructural de tres o mas copias de secuencias peptidicas homologas 
o de combinaciones de diferentes secuencias peptidicas, de acuerdo a 1 6 5, 
unidas por sus extremos C-terminales a un nucleo de lisinas. 

19. Un peptido de acuerdo a lo expuesto en 1, 5, 6, 8-12 6 16-18 que esta marcado 
con biotina, radioisotopes, enzimas, metales coloidales, compuestos 
fluorescentes, quemiluminiscentes, o fosforescentes. 

20. Un vector recombinante que contiene una secuencia de ADN que codifica un 
peptido de acuerdo a lo expuesto en 1 . 

21. Un vector recombinante que contiene una secuencia de ADN que codifica un 
polipeptido de acuerdo a lo expuesto en 2 - 4. 

22. Un microorganismo que porta un vector recombinante de acuerdo a lo expuesto 
en 20 6 21 y que expresa el peptido o polipeptido asi codificado. 

23. Un vector recombinante que contiene una secuencia de ADN que codifica un 
peptido de acuerdo a lo expuesto en 1 y que expresa el peptido as! codificado 
despues de la transfeccion in vitro de celulas de mamiferos. 

24. Un vector recombinante que contiene una secuencia de ADN que codifica un 
peptido de acuerdo con lo expuesto en 1 y que expresa dicho peptido asi 
codificado despues de la administracion in vivo. 

25. Un vector recombinante que contiene una secuencia de ADN que codifica un 
polipeptido de acuerdo a lo expuesto en 2-4 y que expresa el polipeptido asi 
codificado despues de la transfeccion in vitro de celulas de mamiferos. 

26. Un vector recombinante que contiene una secuencia de ADN que codifica un 
polipeptido de acuerdo con lo expuesto en 2-4 y que expresa dicho polipeptido 
asi codificado despues de la administracion in vivo. 



27. Una composicion farmaceutica que comprende cantidades efectivas de un 
peptido de acuerdo a lo expresado en 1, y un diluente, portador o adyuvante 
aceptable. 

28. Una composicion farmaceutica que comprende cantidades efectivas de un 
peptido de acuerdo a lo expresado en 2-18, y un diluente, portador o adyuvante 
farmaceuticamente aceptable. 

29. Una composicion farmaceutica de acuerdo a lo expuesto en 27 6 28 y que 
incluye un detergente farmaceuticamente aceptable. 

30. El uso de una composicion farmaceutica de acuerdo a lo expresado en 27-29 
para el tratamiento del Sindrome de la Respuesta Inflamatoria Sistemica. 

31. El uso de la composicion farmaceutica de acuerdo a lo expresado en 27-29 para 
el tratamiento de sepsis por Gram-negativos y sus secuelas. 

32. El uso de la composicion farmaceutica de acuerdo a lo expuesto en 27-29 para 
el tratamiento del ictero obstructive 

33. El uso de la composicion farmaceutica de acuerdo a lo expuesto en 27-29 para 
el tratamiento de las enfermedades inflamatorias intestinales. 

34. El uso de la composicion farmaceutica de acuerdo a lo expuesto en 27-29 para 
el tratamiento de la bacteriemia. 

35. El uso de la composicion farmaceutica de acuerdo a lo expuesto en 27-29 para 
el tratamiento de osteomielitis. 

36. El uso de la composicion farmaceutica de acuerdo a lo expuesto en 27-29 para 
el tratamiento de pacientes con riesgo de desarrollar sepsis. 

37. El uso de la composicion farmaceutica de acuerdo a lo expuesto en 27-29 para 
metodos para el tratamiento de infecciones cronicas, artritis y afecciones 
reumaticas. j^^^^fa 
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ABSTRACT 

ANALOGUES OF LIPOPOLYSACCHARIDE-BINDING PROTEIN (LBP)-DERIVED 
PEPTIDES THAT EFFICIENTLY NEUTRALIZE LIPOPOLYSACCHARIDES (LPS). 

This invention relates to analogues of peptides from an LPS-binding protein (LBP), 
that were obtained by a. a. replacements at selected sites of the native sequence and 
which express vigorous inhibitory activity upon LPS-mediated cell activation, both in 
vitro and in vivo. These peptide analogues exhibit advantageous properties to 
ameliorate endotoxin-related disorders, specially the systemic inflammatory 
response syndrome. These peptide analogues are derived from an amphipatic 
domain with high density of positive charge amino acids. The present invention 
define the importance of certain peptide sequences to assure the optimum 
neutralizing activity and potency. These peptide analogues impaired LBP binding to 
LPS and inhibit human leukocyte cytokine production induced by LPS. Additionally, 
these peptides protect Actinomycin D-sensitized mice from lethal doses of LPS. This 
invention also includes the use of the inhibitory peptides and related molecules in the 
treatment of endotoxin-associated disorders, pharmaceutical compositions 
containing the peptide analogues and derivatives, diagnostic methods utilizing the 
peptides of the invention. 
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DESCRIPTION 

ANALOGUES OF LIPOPOLYSACCHARIDE-BINDING PROTEIN (LBP)-DERIVED 
PEPTIDES THAT EFFICIENTLY NEUTRALIZE LIPOPOLYSACCHARIDES (LPS). 

The present invention relates generally to analogues of peptides from a LBP region 
whose primary sequence have been substituted at particular amino acid (a. a.) sites 
to obtain an effective binding to and neutralization of LPS; and specifically to the use 
of the peptides, and their derivatives, to prevent and treat sepsis and other 
endotoxin-related disorders. 

Systemic inflammatory responses can be triggered by both infectious and not 
infectious disorders, such as severe trauma and pancreatitis. Sepsis include those 
manifestations related to the systemic response to infection, like tachycardia, 
tachypnea, chills, initial irregularly remittent fever followed by persistent fever, and 
leukocytosis, and those related to the organs dysfunction, such as cardiovascular, 
respiratory, renal, hepatic and hematological abnormalities. Sepsis is considered 
severe when it is associated with signs of hypoperfusion, like lactic acidosis, oliguria 
and altered mental status, with hypotension leading to shock, or with disseminated 
intravascular coagulation, adult respiratory distress syndrome and multiple organ 
failure. 

Toxins produced or released by diverse microorganisms initiates the sepsis 
pathogenic cascade. Although septic shock is often only associated with Gram- 
negative bacteremia, Gram-positive bacteria, fungi, viruses, protozoa, spirochetes, 
rickettsiae, and inclusive plants and venoms can produce septic shock syndromes. 
E.coli is the most commonly isolated Gram-negative pathogen in sepsis, followed by 
Klebsiella-Enterobacter, and other bacteria such as Pseudomonas, Proteus and 
Serratia. Also Neisseria meningitidis bacteremia is a frequent cause of septic shock. 
The process begins with the colonization by microorganisms of a tissue nidus. Then 
the organisms may invade bloodstream directly (bacteremia) or may proliferate 
locally and release toxic substances into the bloodstream (toxemia). Among these 
released substances, endotoxin, an structural component of gram-negative bacteria 
outer membrane is commonly associated with sepsis. Toxemia can even result from 
bacteria translocation through the impaired intestine wall. 



Endotoxin or lipopolysaccharide (LPS) is an ubiquitous component in the external 
leaf of the outer membrane of all Gram-negative bacteria. LPS biological and 
pharmacological activities are quite similar regardless the particular microorganisms 
they were derived of, or the specific strain pathogenicity. Structural differences are 
observed in endotoxin derived from different gram-negative bacterial strains. The 
outermost part of the endotoxin molecule consists of a series of oligosaccharides 
that are structurally and antigenically diverse. Internal to this oligosaccharides are 
the core saccharides which are structurally rather similar in gram-negative bacteria. 
To the core oligosaccharide is bound a lipid moiety, lipid A, highly conserved 
structure that is responsible for most LPS toxicity and biological activities. 
LPS triggers both humoral and cell activation mechanisms that have a primary 
pathogenic role in shock and organ failure. Various humoral pathways are activated 
by LPS including the complement, coagulation and kallikrein cascades, which are 
partially responsible for haemodinamic changes observed in sepsis. Nevertheless, 
interactions between LPS and cellular receptors in a variety of cell types play a 
pivotal role in the biological and toxic effects of LPS. Particularly cells of the 
monocyte/macrophage lineage are involved in the host primary response to 
endotoxin. Other implicated cell types are polymorphonuclear (PMN) leukocytes, 
lymphocytes and endothelial cells. Activation of these cell types by LPS is 
characterized by the rapid production and released of a series of products that 
constitute central endogenous mediators of sepsis, especially different cytokine's 
such as TNF, IL-1 and IL-6. 

The intravascular activation of inflammatory systems involved in septic shock, as the 
haemodinamic alterations, are mainly the consequence of a dysregulation in the 
production of these cytokines. One of them, TNF, is now regarded as a central 
mediator of the pathophysiological changes associated with LPS release. Therefore 
experimental approaches that inhibits TNF release induced by LPS are attractive as 
potential procedures to reduce sepsis morbidity and mortality. 

LPS interacts with cellular receptors that are linked to signal pathways mediating 
cellular activation. CD14 is a membrane glycerolphosphorylinositol-anchored protein 
(mCD14) that is currently considered the major cellular receptor for LPS in myeloid 
cells 1 . Another protein, LBP, promotes interaction between LPS and mCD14 to form 
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a high affinity complex. LBP enhances the binding of LPS to the membrane form of 
CD14, forming a ternary complex LBP: LPS: CD14. Recent reports showed that LBP 
remains associated with monocytes cell membranes when they are incubated with 
LPS. A soluble form of CD14 (sCD14) is also present in serum and it forms 
complexes with LPS that activates LPS-responsive cells lacking mCD14 such as 
endothelial, smooth muscle and epithelial cells 2 . LBP plays a catalytic role in the 
formation of LPS:sCD14 complexes for binding to non-mCD14 bearing cells. 
Therefore LBP plays a critical function in LPS-mediated cell activation events 
observed in sepsis; molecules that have the ability to compete or inhibit LBP 
enhancing effects in LPS toxic functions, could contribute to ameliorate symptoms of 
sepsis. 

During the last decade various agents that neutralize LPS effects have been 
described, and some of them are currently under preclinical or clinical development. 
Mortality induced by endotoxin administration was reduced in experimental animals 
pre-treated with anti-LPS antibodies 3 . Inasmuch as the N-terminal fragment of 
bactericidal/permeability increasing protein (BPI) keeps holoprotein's antiendotoxic 
and bactericial properties 4 , this fragment have been used in preclinical, and recently 
in clinical trials to asses its effectiveness in the treatment of LPS-associated 
disorders such as meningococcemia, hemorrhagic trauma and severe intra- 
abdominal infections. 

BPI-derived peptides and their analogues have been evaluated as endotoxin 
antagonists 6 " 8 . Among other peptide agents that bind to and neutralize LPS are those 
derived from Limulus anti-LPS factor (LALF) 9 and the synthetic antiendotoxin 
peptides mimicking polymyxin B structure. 

The N-terminal fragment of LBP 10 , as well as other shorter peptides, including 17-45, 
65-108 and 142-169 regions, or segments thereof 6,1 1 ~ 14 , have been described as LPS 
binding regions and their neutralizing ability over LPS toxic effects have been 
demonstrated. 

DETAILED DESCRIPTION OF THE INVENTION 

The present invention relates to analogues of peptide sequences derived from a LBP 
region, which result from substitutions within the primary structure of the native 



protein, and have an improved ability to bind and neutralize LPS biological effects 
associated to its toxic properties. The above mentioned a. a. substitutions render 
peptides with advantageous properties when compare with previously described 
overlapping sequences 6,10 " 14 . 

To understand the molecular basis of LPS-protein interaction the a. a. sequence of 
LBP and BPI, proteins known to bind specifically LPS, were analyzed. The aim of the 
study was to detect features in the primary structure of these proteins that could be 
correlated with the ability to interact with LPS. The analysis included predictions of 
secondary structure and accessibility, sequence similarity searches, inspection of 
conserved residues and analysis of the distribution of charged residues along the 
sequence. Inspection of the alignment reveals that some linear clusters of basic 
residues are present in LBP and BPI. These moieties could favorably interact with 
acidic groups of the highly anionic LPS (Lipid A). The basic character of these 
regions was specific of BPI and LBP, but not of other proteins from the same family 
such as phospholipid transfer protein (PLTP) and cholesteryl ester transfer protein 
(CETP) which bind specifically phospholipids and cholesterol, respectively. 

The analysis suggested that a potential LPS-binding site in LBP is located between 
residues 89 and 96 of the mature protein, considering a major cluster of basic 
residues in this region 14 . Other authors also proposed this, or overlapping 
sequences, as potential LPS-binding sites in |_BP 6,11 " 13,15 

To corroborate this findings, synthetic peptides corresponding to this region, 
including or not selected substitutions in specific residues were designed, 
synthesized and tested; peptide sequences comprising this region from LBP, which 
have the ability to bind and neutralize LPS were previously described by us 14 . 
This invention provides peptides whose sequences result from single or multiple a. a 
substitutions at selected sites of the series, regarding the native sequence, which 
optimize the neutralizing capacity of the analogues. 

In a first embodiment the invention relates to peptides characterized by their ability to 
antagonize the LBP:LPS interaction and to inhibit the biological effects triggered by 
LPS. The peptides of this invention present essential a. a. at positions +1, +5, +6, +7, 
+9, +10, +11, +12 and +13, and other preferred a. a. in other positions within the 
described sequences, all necessary for the optimal display of the LPS-neutralizing 



6 



properties of the peptides. Herein "essential" a. a. are defined as those indispensable 
at said positions for displaying improved LPS-neutralizing properties. 
In a preferred embodiment the present invention relates to peptides that bind to and 
efficaciously neutralize LPS, whose a. a. sequence is derived from the 86-99 a. a. 
region of the LBP mature protein (SEQ. ID NO.1) but with selected substitutions at 
particular sites within this domain. 

Preferred peptides of the present invention are those with the a. a. sequence X-1-2- 
3_4_5-6-7-8-9-10-11-12-13-14-Y, wherein: 

X is a linear chain from zero to four D- or L-amino acids. 

(1) is one of the D- or L-a.a. alanine, threonine, glutamine, asparagine or serine, and 
if and only if at least one of the a. a. at positions +5, +9, +10, +11 or +13 has been 
replaced from the native sequence according to what is herein described, then (1) 
could also be arginine or lysine. 

(2) is one of the D- or L-a.a. alanine, valine, isoleucine, leucine, phenylalanine, 
methionine, tryptophan or tyrosine. 

(3) is one of the D- or L-a.a. glutamine, asparagine, serine or threonine. 

(4) is one of the D- or L-a.a. glycine, alanine, valine, isoleucine, leucine, 
phenylalanine, methionine, tryptophan or tyrosine. 

(5) is one of the D- or L-a.a. alanine, threonine, glutamine, asparagine or serine, and 
if and only if at least one of the a. a. at positions +1, +9, +10, +11 or +13 has been 
replaced from the native sequence according to what is herein described, then (5) 
could also be arginine or lysine. 

(6) is one of the D- or L-a.a. tryptophan or phenylalanine. 

(7) is one of the D- or L-a.a. lysine or arginine. 

(8) is one of the D- or L-a.a. alanine, valine, isoleucine, leucine, phenylalanine or 
tyrosine. 

(9) is one of the D- or L-a.a alanine, threonine, glutamine, asparagine or serine, and 
if and only if at least one of the a. a. at positions +1, +5, +10, +11 or +13 has been 
replaced from the native sequence according to what is herein described, then (9) 
could also be arginine or lysine. 

(10) is one of the D- or L-a.a. alanine, valine, isoleucine, leucine, phenylalanine, 
methionine, tryptophan or tyrosine, and if and only if at least one of the a. a. at 
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positions +1, +5, +9, +11 6 +13 has been replaced from the native sequence 
according to what is herein described, then (10) could also be lysine or arginine. 

(11) is one of the D- or L-a.a. alanine or valine; and if and only if at least one of the 
a. a. at positions +1, +5, +9, +10, o +13 has been replaced from the native sequence 
according to what is herein described, then (11) could also be serine; and if and only 
if the a. a. at position +10 has been replaced from the native sequence according to 
what is herein described, then (11) could also be threonine, glutamine, asparagine, 
lysine or arginine. 

(12) is one of the D- or L-a.a. phenylalanine, tryptophan or tyrosine. 

(13) is one of the D- or L-a.a. alanine, threonine, glutamine, asparagine or serine; 
and if and only if at least one of the a. a. at positions +1 , +5, +9, +10 6+11 has been 
replaced from the native sequence according to what is herein described, then (13) 
could also be phenylalanine, arginine or lysine; and if and only if the a. a at position 
+14 is lysine or arginine, then (13) could also be glycine. 

(14) is one of the D- or L-a.a. lysine, arginine or alanine, and if and only if the a. a. at 
position +13 has been replaced from the native sequence according to what is herein 
described, then (14) could also be valine, isoleucine, leucine, phenylalanine, 
methionine, tryptophan or tyrosine. 

Y is a linear chain from zero to four D- or L-amino acids. 

Representative examples of specifically preferred peptides of the present invention 
include sequences ID no. 2 to 63. 

Tests indicate that peptides having the above described sequences show 
advantageous properties when compared with peptides having other a. a. at the 
selected sites, or that are substituted at these positions without considering the 
definitions of the present invention. 

Specifically, peptides with the above described sequences have advantageous 
properties respect to peptides with sequences corresponding to the native LBP 
protein, including this region or segments thereof. 

The functional superiority of the peptides of the present invention respect to 
previously described peptides 10 " 14 is based in these single substitutions, and their 
combinations. These previous reports described peptides derived from LBP with 
LPS-binding and -neutralizing properties, which could include partially or totally the 
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herein selected sequence, but maintaining the LBP native primary sequence or do 
not involving the essential single or combined substitutions described in the present 
invention. The neutralizing potency of the peptides described in previous studies, 
which do not include the essential substitutions as defined in this invention, is 
various times lower than the potency of the peptides of the present invention. In 
addition, peptides that are substituted, in regard to the LBP primary sequence, as 
defined in SEQ ID No. 64, 65 and 66, or have other a. a different to those defined at 
the present invention for positions +6, +7 and +12 lack of relevant LPS-neutralizing 
capacity. 

Substitutions at the other positions (+1, +5, +9, +10, +11 y +13), as described in the 
present invention and how illustrate preferred peptides (SEQ ID No. 2 to 63), 
increased considerably and unexpectedly the peptide ability to block LPS: LBP 
interaction, and enhanced the inhibitory effect upon LPS-mediated activation of 
inflammatory cells. 

This unexpected quality exhibited by the peptide analogues of the invention differs 
from the effect of some of these same substitutions within the holoprotein, as 
described by others 16 . This fact remarks the distinction between the interaction of the 
peptides of the invention and LPS, and that of LBP, or even its functional N-terminal 
fragment. 

This invention also relates to peptide analogues whit the described sequences which 
are constrain to adopt a cyclic conformation by means of a disulfide bond formed 
between two cysteine residues added to their N- and C-terminus respectively, or 
through an amide bond formed between the side chains of constituting amino acids. 
It is further contemplated in this invention that those skill in the art are able to replace 
particular amino acid residues by non-natural homologous amino acids maintaining 
the LPS-neutralizing properties of the whole molecule, as well as to change the main 
chain backbone by backbone-mimetic organic compounds. 

In another embodiment this invention relates to larger polypeptides bearing the 
above described preferred sequences at their N- or C-terminus in such a way that 
maintains the ability to bind and neutralize LPS and confers this ability to the hybrid 
polypeptide. A preferred hybrid polypeptide comprises a fusion of any of the 
preferred peptides and light or heavy chain regions of immunoglobulins (Ig). 
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This invention also relates to scaffold proteins that appropriately exposed one of the 
preferred peptide sequences in such a way that maintains or enhances their ability to 
bind and neutralize LPS and confers this ability to the hybrid polypeptide. The term 
"scaffold proteins" as herein used refers to hybrid polypeptides that include within 
their polypeptide chain one or more of the selected sequences in such a way that the 
inserted segment forms an exposed loop in the structure of the fused protein or 
polypeptide. 

Also this invention relates to two or more repeats of one of the preferred polypeptide 
sequences in a linear polypeptide chain, or the combination of two or more of them, 
in such a way that these sequences are connected by linkers, and the novel 
polypeptide have the ability to bind and efficiently neutralize LPS. Preferred linkers 
are those having between 12 and 25 amino acid residues and are rich in the glycine, 
alanine, proline or serine residues. Likewise the present invention applies to 
arrangements of three or more copies of the preferred peptide sequences linked by 
their C-terminus to a lysine core, forming structures that have the ability to bind and 
efficaciously neutralize LPS. Other arrangements of preferred sequences could 
result from the combination of the aforementioned cyclic peptides. 
Synthetic peptides having the described preferred sequences are small molecules 
with broader utility than larger polypeptides. Particularly, the peptides of the present 
invention will have some advantages over larger polypeptides because of their lower 
immunogenicity and broader spectrum of LPS-neutralizing activity, concerning 
diverse Gram-nevative strains including those with long polysaccharide chains of 
tightly packed LPS in the envelope, such as Proteus mirabilis. In vivo half-life and 
other pharmacological parameters of the peptides could be improved with hybrid and 
scaffold polypeptides and proteins bearing the preferred sequences. 
All the peptides encompassed by the present invention can be prepared using 
standard procedures of peptide synthesis, including for example the solid-phase 
synthetic technique describe by Merrifield 17 , as well as other apparent to anyone 
skilled in the art. 

In a further preferred embodiment this invention provides pharmaceutical 
compositions comprising pharmaceutically appropriated diluents, carriers or 
adjuvants, and effective quantities of one of more of the peptides, or hybrid or 
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scaffold proteins containing their sequences. The term "effective quantity" as herein 
used refers to the amount of the peptides, or hybrid or scaffold proteins, that is 
sufficient to ameliorate symptoms associated with systemic responses to LPS. 
The novel pharmaceutical compositions can be useful for methods to treat various 
disorders associated with the release of LPS, specially the infection with Gram- 
negative bacteria and its sequelae: endotoxemia and shock, Systemic Inflammatory 
Response Syndrome (SIRS), Compensatory Anti-inflammatory Response Syndrome 
(CARS), disseminated intravascular coagulation, Adult Respiratory Distress 
Syndrome and Multiple Organ Dysfunction Syndrome (MODS). The therapeutic 
method is provided to ameliorate one or more symptoms of patients suffering or at 
risk for developing disorders caused by diverse insults such as infection, trauma, 
burns and pancreatitis. Patients who also may require such a treatment include 
those afflicted from inflammatory bowel diseases and obstructive jaundice or other 
disorders where gastrointestinal permeability is impaired and bacterial translocation 
or endotoxin leakage occur. 

Also DNA sequences encoding the peptides, or encoding hybrid or scaffold proteins 
containing the peptide sequences could be inserted in proper vectors to be 
expressed in vivo for therapeutic purposes along with appropriated carriers, diluents, 
adjuvants or stabilizing solutions or chemicals. 
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EXAMPLES 
EXAMPLE 1. 

This example describes the capacity of preferred peptides of the invention to block 
the interaction between LBP and E.coli LPS. An ELISA was used to determine the 
binding of biotinylated-LPS to surface-captured human LBP, in the presence or 
absence of fixed quantities of the selected peptides. LPS was biotinylated according 
to standard procedures. Human LBP (hLBP) was captured by using a specific 
monoclonal antibody, purified by affinity chromatography. Mixtures of LPS and each 
peptide were incubated during 2 h at room temperature, and then 100 DL were 
added to hLBP-containing wells. The binding of biotinylated-LPS to hLBP was 
detected with horseradish peroxidase-conjugated streptavidin. The assay was 
developed by adding a chromogenic substrate. Figure 1 shows the results of this 
assay when biotinylated-LPS was incubated with peptides LBP 8 6-99 (LBP), LBP A86 , 
LBP A 9o and LBP A94 . Figure 2 shows results for peptides LBP A95 , LBP A 96 and LBP A9 8, 
and Figure 3 represents the results for peptides LBP A91 , LBP A92 and LBP A97 . Each 
experiment recorded the interaction of hLBP and biotinylated-LPS in absence of 
peptides, in presence of LBP 86 -99, and in the example presented in Fig. 2 the effect of 
a non-related cationic peptide (C5,3). 

The interaction between hLBP and E.coli LPS was notably impaired by peptides of 
this invention, as represented by LBP A86 , LBP A90 , LBP A94 , LBP A95 , LBP A96 and 
LBP A98 , and it was not affected by peptides LBP A9 i, LBP A92 and LBP A97 . 
These results demonstrate that peptides with sequences defined as specially 
preferred in this invention have higher blocking capacity of LBP:LPS interaction than 
the LBP86-99, that has the native sequence of this region in human LBP. This 
example confirms that the a. a. substitutions described in the present invention for 
peptide sequences derived from this particular region of hLBP are essential to obtain 
peptide analogues that efficaciously block the interaction between hLBP and LPS. 
Likewise, this example demonstrates that replacements at particular sites of the 
series, by different a. a. to those described in this invention, reduce or abrogate the 
LPS-neutralizing activity of peptides derived from the mentioned hLBP region. 
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EXAMPLE 2. 

In order to determine if the peptides of the present invention were able to neutralize 
LPS-mediated responses, their ability to reduce the release of TNF by LPS-activated 
human peripheral blood cells was estimated. This assay evaluates the release of 
TNF by LPS-induced human peripheral blood mononuclear cells (PBMC), using 
concentrations of LPS commonly found in septic patients. LPS was incubated with 
fixed concentrations of each peptide during 2 h at 37°C and the mixtures were then 
added to PBMC. The culture medium was supplemented with human LBP (200 
ng/mL) and plates were incubated at 37°C in a 5% C0 2 atmosphere. TNFa was 
measured in culture supernatants after 18-24 h using a human TNF-a specific 
ELISA. Figure 4 represents the average results from three different experiments. 
Reduced levels of cytokine release were observed in cultures containing E.coli 
0111:B4 LPS and one of the following peptides: LBP 8 6-99, LBP A94 , LBP A 95 and LBP A9 e. 
The last three peptides exhibited higher inhibition than LBP 8 e-99 (LBP). Similar results 
were observed when other concentrations of LPS ( 2 or 10 ng/mL) and hLBP (20 or 
100 ng/mL) were used. The non-related, cationic peptide B6,1 did not modify, as 
expected, the release of TNF in this assay. On the other hand the LBP A 9i peptide, 
which has tryptophan residue at position (6) replaced with alanine, did not inhibit 
LPS-stimulated TNF production. 

These results demonstrate that the peptides derived from this region of hLBP should 
have the specified sequences of this invention for displaying vigorous inhibitory 
activity upon LPS-mediated activation of human mononuclear cells. Likewise, the 
results suggest the usefulness of the peptides of the present invention for developing 
prophylactic and therapeutic methods for sepsis, systemic inflammatory response 
syndrome and other related disorders. The potency of the preferred peptides of this 
invention is properly demonstrated in this example, where endotoxin concentrations 
commonly found in endotoxemic patients were used. 

EXAMPLE 3 

This invention provides peptides with advantageous functions over other LBP- 
derived peptides that have the native sequence or different a. a. replacements to 
those herein described at positions +1, +5, +6, +7, +9, +10, +11, +12 and +13. 
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Among these others are some peptides previously described by their ability to 
reduce LPS biological effects 11 " 14 . In order to demonstrate the advantage of the 
preferred peptides of this invention over these previously described peptides, their 
antagonist activity upon LPS-induced responses was compared; the effect of these 
different peptides on the LPS-induced IL-6 production in cultures of human PBMC is 
illustrated in Fig. 5. The experimental procedure was similar to that one described in 
EXAMPLE 2. IL-6 was measured in culture supernatants after 18 h using a human 
IL-6 specific ELISA. In the represented experiment, the following peptides were 
evaluated: LBP 86 _ 9 9, LBP-H (LBP 88 . 10 i, SEQ ID No.67) 13 , LBP A 94, LBP A95 and LBP A 98- 
IL-6 production was inhibited more than 35% only by LBP A9 4, LBP A 95 and LBP A9 8, 
which have essential a. a., as defined in the present invention, at positions +9, +10, 
and +13 respectively. LBP A95 reduced the LPS-triggered response more than 70%, 
at every hLBP concentrations tested. This example remarks the capacity of the 
peptides of this invention to reduce the production of pro-inflammatory cytokines by 
LPS-stimulated cells. 



EXAMPLE 4 

An endotoxin shock animal model was used to determine if the peptides of this 
invention were able to block complex physiological responses triggered by LPS. In 
this model mice were sensitized with Actinomycin D to increase LPS-mediated toxic 
responses. With this purpose, Actinomycin D (7.5 \xg) was administered i.p. to 6 to 8 
weeks-old female mice. Simultaneously each mice received LPS, and survival was 
evaluated every 24 h during 120 h. 

The effect of peptides of the present invention on mice survival was assessed by 
administering E.coli LPS (1 jag/mouse in saline vehicle) or LPS:peptide mixtures 
(previously incubated during 1 h at 37°C) to BALB/c sensitized mice. Figure 6 
represents the results of a representative experiment where the following peptides 
were each administered at equimolar doses to groups of 20 mice: LBP 86 - 9 9, LBP A94 , 
LBP A95 , LBP A98 or B6,1 (cationic, non-related peptide). Mice survival was only 
significantly increased by LBP A94 , LBP A95 or LBP A98 (*p< 0.05 vs. vehicle or B6.1). 
The peptide LBP 8 6-99 increase survival only marginally. This example demonstrates 
the higher efficacy of preferred peptides of this invention in protecting mice from LPS 
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lethal inocula. The aforementioned in vivo neutralizing property of the peptides of the 
invention is relevant for their application in prophylactic or therapeutic methods for 
sepsis and other associated disorders. 

Thus the above-mentioned results indicate that peptides of this invention retain their 
LPS-blocking properties when tested under patho-physiological conditions, 
demonstrating their pharmacological potency. 
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS. 

ANALOGUES OF LIPOPOLYSACCHARIDE-BINDING PROTEIN (LBP)-DERIVED 
PEPTIDES THAT EFFICIENTLY NEUTRALIZE LIPOPOLYSACCHARIDES (LPS). 

Figure 1 shows the inhibition of the interaction between E.coli LPS and hLBP by 
preferred peptides of the present invention (LBP A86 , LBP A 9o and LBP A 94). Human 
LBP was captured to the plates using a specific monoclonal antibody. Binding of 
biotinylated-LPS was detected with an streptavidin-horseradish peroxidase 
conjugate. The extent to which the peptide LBP 86 -99 (LBP) inhibits this interaction is 
also shown. 

Figure 2 shows the inhibition of the interaction between E.coli LPS and hLBP by 
preferred peptides of the present invention (LBP A95) LBP A96 and LBP A98 ). The 
experimental conditions were similar to those described in Fig.1. The effect of a non- 
related cationic peptide, C5,3 is also included. 

Figure 3 shows the effect on the interaction of hLBP and E.coli LPS of peptides that 
have distinct residues at positions +6, +7 or +12 to those described in this invention 
(LBP A9 i, LBP A92 and LBP A9 7). The experimental conditions were similar to those 
described in Fig.1. 

Figure 4 shows the inhibition by peptides of the present invention (LBP A94 , LBP A9 s 
and LBP A98 ) of the LPS-mediated release of TNF by human PBMC. The effects on 
this assay of LBP 86 - 9 9 (LBP), LBP A9 i, B61 and polymyxin B (PMB) are also shown. _ 
Figure 5 shows the inhibition by peptides of the present invention (LBP A9 4, LBP A95 
and LBP A98 ) of the LPS-mediated release of IL-6 by human PBMC. Results are 
expressed as % inhibition of IL-6 release compared with the cytokine production in 
the absence of peptides. The effects on this assay of LBP 86 - 9 9 (LBP), LBP-H and 
B6 t 1 are also shown. 

Figure 6 shows survival data of groups of 20 mice each challenged with E.coli LPS 
i.p. and simultaneously treated with equimolar amounts of different peptides of the 
present invention. Survival in groups of BALB/c mice treated with LBP 86 -99 (LBP) and 
B6,1 is also shown. Mice survival was recorded each 24 h during 120 h. 
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Fig. 6 
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SEQUENCE LISTING 
NUMBER OF SEQUENCES: 67 

(1) INFORMATION FOR SEQ ID NO.1 (LBP 86 -g 9 ) 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. SOURCE: human Lipopolysaccharide Binding Protein (hLBP) 

e. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKVRKS FFK 

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO.2 (LBP A8 6) 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVQGRWKVRKS FFK 

(3) INFORMATION FOR SEQ ID NO.3 (LBP A90 ) 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGAWKVRKSFFK 

(4) INFORMATION FOR SEQ ID NO.4 (LBP A94 ) 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKVAKSFFK 

(5) INFORMATION FOR SEQ ID NO.5 (LBP A95 ) 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
RVQGRWKVRAS FFK 

(6) INFORMATION FOR SEQ ID NO.6 (LBP A96 ) 
a TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
RVQGRWKVRKAFFK 

(7) INFORMATION FOR SEQ ID NO.7 (LBP A98 ) 
a. TYPE: amino acid 
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b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKVRKS FAK 

(8) INFORMATION FOR SEQ ID NO.8 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
AVQGRWKVRKSFAK 

(9) INFORMATION FOR SEQ ID NO.9 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
AVQGRWKVRAS FFK 

(10) INFORMATION FOR SEQ ID NO.10 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
AVQGAWKVRKS FFK 

(11) INFORMATION FOR SEQ ID NO. 11 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVQGRWKVAKS FFK 

(12) INFORMATION FOR SEQ ID NO.12 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVQGRWKVRKAFFK 

(13) INFORMATION FOR SEQ ID NO. 13 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
RVQGAWKVAKS FFK 



(14) INFORMATION FOR SEQ ID NO.14 

a. TYPE: amino acid 
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b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGAWKVRAS FFK 

(15) INFORMATION FOR SEQ ID NO. 15 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
rvqg:.wkvrk:,ffk 

(16) INFORMATION FOR SEQ ID NO.16 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
RVQGAWKVRKS FAA 

(17) INFORMATION FOR SEQ ID NO.17 

e. TYPE: amino acid 

f. LENGTH: 14 amino acids 

g. MOLECULE TYPE: peptide 

h. TOPOLOGY: linear 
RVQGRWKVAKAFFK 

(18) INFORMATION FOR SEQ ID NO.18 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKVAKS FAK 

(19) INFORMATION FOR SEQ ID NO. 19 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKVRKA FAK 

(20) INFORMATION FOR SEQ ID NO.20 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
RVQGRWKVRAS FAK 

(21) INFORMATION FOR SEQ ID NO.21 
a. TYPE: amino acid 
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b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RFQGRWKVRAS FFK 

(22) INFORMATION FOR SEQ ID NO.22 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVSGRWKVRAS FFK 

(23) INFORMATION FOR SEQ ID NO.23 

e. TYPE: amino acid 

f. LENGTH: 14 amino acids 

g. MOLECULE TYPE: peptide 

h. TOPOLOGY: linear 

RVNGRWKVRAS FFK 

(24) INFORMATION FOR SEQ ID NO.24 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQMRWKVRASFFK 

(25) INFORMATION FOR SEQ ID NO.25 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQ FRWKVRAS FFK 

(26) INFORMATION FOR SEQ ID NO.26 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKFRAS FFK 

(27) INFORMATION FOR SEQ ID NO.27 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
RVQGRWKVRAQFFK 

(28) INFORMATION FOR SEQ ID N0.28 

a. TYPE: amino acid 
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b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWK VRAS W FK 

(29) INFORMATION FOR SEQ ID NO.29 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKVRAS FFA 

(30) INFORMATION FOR SEQ ID NO.30 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKVRAS FQV 

(30) INFORMATION FOR SEQ ID NO.30 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKVRAS FQV 

(31) INFORMATION FOR SEQ ID NO.31 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVS GRWKVRAS FAK 

(32) INFORMATION FOR SEQ ID NO.32 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVSGRWKVRAS FQV 

(33) INFORMATION FOR SEQ ID NO.33 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
AVQGRWKVRAS FT V 

(34) INFORMATION FOR SEQ ID NO.34 

a. TYPE: amino acid 
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b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKVRVSFFK 

(35) INFORMATION FOR SEQ ID NO.35 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
AVQGRWKVRVS FFK 

(36) INFORMATION FOR SEQ ID NO.36 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVSGRWKVRVS FFK 

(37) INFORMATION FOR SEQ ID NO.37 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
RVQGRWKVRVS FAK 

(38) INFORMATION FOR SEQ ID NO.38 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKVRVS FQV 

(39) INFORMATION FOR SEQ ID NO. 39 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWKVRVT FFK 

(40) INFORMATION FOR SEQ ID NO.40 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWRVRVKFTV 

(41) INFORMATION FOR SEQ ID NO.41 

a. TYPE: amino acid 
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b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWRVRVAFAK 

(42) INFORMATION FOR SEQ ID NO.42 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVQGRWRVRVS FAK 

(43) INFORMATION FOR SEQ ID NO.43 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVQGRWRVRVS FQV 

(44) INFORMATION FOR SEQ ID NO.44 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 
TOPOLOGY: linear 

RVSGRWRVRVSFAK 

(45) INFORMATION FOR SEQ ID NO.45 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

R VSGRWRVRVS FQV 

(46) INFORMATION FOR SEQ ID NO.46 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
RVQGRWRVRVT FQV 

(47) INFORMATION FOR SEQ ID NO.47 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVSGRWRVRVTFAK 

(48) INFORMATION FOR SEQ ID NO.48 

a. TYPE: amino acid 
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b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVSGRWRVRVT FQV 

(49) INFORMATION FOR SEQ ID NO.49 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWRVAKS FQV 

(50) INFORMATION FOR SEQ ID NO. 50 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVQGRWRVAKS FGK 

(51) INFORMATION FOR SEQ ID NO.51 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
AVQGRWRVAKS FQV 

(52) INFORMATION FOR SEQ ID NO.52 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVSGRWRVAKAFGK 

(53) INFORMATION FOR SEQ ID NO.53 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVSGRWRVAKAFQV 

(54) INFORMATION FOR SEQ ID NO.54 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVSGRWRVKVAFQV 

(55) INFORMATION FOR SEQ ID NO.55 
a. TYPE: amino acid 
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b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGAWKVRAS FAK 

(56) INFORMATION FOR SEQ ID NO.56 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGAWKVRAS FQV 

(57) INFORMATION FOR SEQ ID NO.57 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVQGAWKVRAS FAK 

(58) INFORMATION FOR SEQ ID NO.58 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

AVQGAWKVRAS FQV 

(59) INFORMATION FOR SEQ ID NO.59 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 18 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

T I RVQGRWKVRAS FFKLQ 

(60) INFORMATION FOR SEQ ID NO.60 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 18 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

TVRVQGAWKVRAS FFKLQ 

(61) INFORMATION FOR SEQ ID NO.61 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 18 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
TVRVQGRWKVRAS FAKLQ 

(62) INFORMATION FOR SEQ ID NO.62 
a. TYPE: amino acid 
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b. LENGTH: 17 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

S VRVQGRWKVRAS FAVT 

(63) INFORMATION FOR SEQ ID NO.63 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 24 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

CRVQGAWKVRKS FFKLQGS FVDSC 

(64) INFORMATION FOR SEQ ID NO.64 (LBP A92 ) 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRWAVRKSFFK 

(65) INFORMATION FOR SEQ ID NO.65 (LBP A97 ) 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 
RVQGRWKVRKSAFK 

(66) INFORMATION FOR SEQ ID NO.66 (LBP A9 i) 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

RVQGRAKVRKS FFK 

(67) INFORMATION FOR SEQ ID NO.67 (LBP 88 . 10 i) 

a. TYPE: amino acid 

b. LENGTH: 14 amino acids 

c. MOLECULE TYPE: peptide 

d. TOPOLOGY: linear 

QGRWKVRKSFFKLQ 
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CLAIMS 

ANALOGUES OF LIPOPOLYSACCHARIDE-BINDING PROTEIN (LBP)-DERIVED 
PEPTIDES THAT EFFICIENTLY NEUTRALIZE LIPOPOLYSACCHARIDES (LPS). 

1. A peptide derived from LBP but with essential substitutions in the primary 
structure respect to the native sequence, which has effective LPS-binding and 
neutralizing activity and is featured as follows: 

(a) it comprises the amino acid sequence X-1 -2-3-4-5-6-7-8-9- 10-1 1-1 2- 13-1 4- Y, 
wherein: 

X is a linear chain from zero to four D- or L-amino acids. 

(1) is one of the D- or L-amino acids alanine, threonine, glutamine, asparagine 
or serine; and if and only if at least one of the a. a. at positions +5, +9, +10, +11 
or +13 has been replaced from the native LBP sequence according to what is 
herein described, then (1) could also be arginine or lysine. 

(2) is one of the D- or L-amino acids alanine, valine, isoleucine, leucine, 
phenylalanine, methionine, tryptophan or tyrosine. 

(3) is one of the D- or L-amino acids glutamine, asparagine, serine or threonine. 

(4) is one of the D- or L-amino acids glycine, alanine, valine, isoleucine, 
leucine, phenylalanine, methionine, tryptophan or tyrosine. 

(5) is one of the D- or L-amino acids alanine, threonine, glutamine, asparagine 
or serine; and if and only if at least one of the a. a. at positions +1, +9, +10, +1-1 
or +13 has been replaced from the native sequence according to what is herein 
described, then (5) could also be arginine or lysine. 

(6) is one of the D- or L-amino acids tryptophan or phenylalanine. 

(7) is one of the D- or L-amino acids lysine or arginine. 

(8) is one of the D- or L-amino acids alanine, valine, isoleucine, leucine, 
phenylalanine or tyrosine. 

(9) is one of the D- or L-amino acids alanine, threonine, glutamine, asparagine 
or serine; and if and only if at least one of the a. a. at positions +1, +5, +10, +1 1 
or +13 has been replaced from the native sequence according to what is herein 
described, then (9) could also be arginine or lysine. 
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(10) is one of the D- or L-amino acids alanine, valine, isoleucine, leucine, 
phenylalanine, methionine, tryptophan or tyrosine; and if and only if at least one 
of the a. a. at positions +1, +5, +9, +11 6+13 has been replaced from the native 
sequence according to what is herein described, then (10) could also be lysine 
or arginine. 

(11) is one of the D- or L-amino acids alanine or valine; and if and only if at 
least one of the a. a. at positions +1, +5, +9, +10, o +13 has been replaced from 
the native sequence according to what is herein described, then (11) could also 
be serine; and if and only if the a. a. at position +10 has been replaced from the 
native sequence according to what is herein described, then (11) could also be 
threonine, glutamine, asparagine, lysine or arginine. 

(12) is one of the D- or L-amino acids phenylalanine, tryptophan or tyrosine. 

(13) is one of the D- or L-amino acids alanine, threonine, glutamine, asparagine 
or serine; and if and only if at least one of the a. a. at positions +1, +5, +9, +10 
6+11 has been replaced from the native sequence according to what is herein 
described, then (13) could also be phenylalanine, arginine or lysine; and if and 
only if the a. a at position +14 is lysine or arginine, then (13) could also be 
glycine. 

(14) is one of the D- or L-amino acids lysine, arginine or alanine, and if and only 
if the a. a. at position +13 has been replaced from the native sequence 
according to what is herein described, then (14) could also be valine, 
isoleucine, leucine, phenylalanine, methionine, tryptophan or tyrosine. 

Y is a linear chain from zero to four D- or L-amino acids, 
(b) it has essential a. a. residues at positions +1, +5, +6, +7, +9, +10, +11, +12 and 
+13, and other preferred as above described in the other positions. 

A peptide according to claim 1 having the ability to bind and neutralize LPS which 

is the N-terminal region of a larger polypeptide. 

A peptide according to claim 1 having the ability to bind and neutralize LPS which 
is the C-terminal region of a larger polypeptide. 

A peptide according to claim 1 having the ability to bind and neutralize LPS which 
is inserted into the linear chain of a larger polypeptide. 
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5. A peptide according to claim 1 wherein at least one amino acid of said sequence 
has been substituted by a non-natural homologous amino acid. 

6. A peptide according to claim 1 wherein the N-terminus has been modify by 
acetylation or succinylation. 

7. A polypeptide according to claim 2 wherein the N-terminus has been modify by 
acetylation or succinylation. 

8. A peptide according to anyone of claims 1 or 3 wherein the C-terminus is a -OH, - 
COOH or -CONH 2 group. 

9. A peptide according to claim 1 that has been constrained to adopt a cyclic 
conformation by an intramolecular disulfide or amide bond. 

10. A peptide according to claim 5 that has been constrained to adopt a cyclic 
conformation by an intramolecular disulfide or amide bond. 

11. A peptide according to claim 1 wherein the chain backbone have been 
substituted by backbone-mimetic organic entities. 

12. A peptide according to anyone of claims 5, 6, 9 or 10 wherein the chain backbone 
have been substituted by backbone-mimetic organic entities. 

13. A peptide according to anyone of claims 1, 5, 6, 9 or 10 wherein at least one 
amino acid of said sequences have been substituted by alkylation using chemical 
or enzymatic methods. 

14. A peptide according to anyone of claims 1, 5, 6, 9 or 10 wherein at least one 
amino acid of the said sequences have been glycosylated using chemical or 
enzymatic methods. 

15. A peptide according to anyone of claims 2, 3 or 4 wherein at least one amino acid 
of the sequence of claim 1 has been glycosylated using chemical or enzymatic 
methods 

16. A linear polypeptide chain containing two or more repeats of a peptide sequence 
according to anyone of claims 1 or 5 connected by 12-25 amino acid linkers, rich 
in glycine, alanine, proline or serine residues. 

17. A linear polypeptide chain containing combinations of two or more peptide 
sequence according to claims 1 or 5 connected by 12-25 amino acid linkers, rich 
in glycine, alanine, proline or serine residues 
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18. An arrangement of three of more copies of homologous peptide sequences or 
combinations of different sequences, according to anyone of claims 1 or 5, linked 
by their C-terminus to a lysine core structure. 

19. A peptide according to anyone of claims 1, 5, 6, 8 to 12 or 16 to 18 which is 
labeled with biotin, radioisotopes, enzymes, colloidal metals, or fluorescent, 
chemiluminescent or phosphorescent compounds. 

20. A recombinant vector containing a DNA sequence encoding a peptide according 
to claim 1. 

21. A recombinant vector containing a DNA sequence encoding a polypeptide 
according to anyone of claims 2 to 4. 

22. A microorganism bearing a recombinant vector according to anyone of claims 20 
or 21 and expressing said peptide encoded thereby. 

23. A recombinant vector containing a DNA sequence encoding a peptide according 
to claim 1 and expressing said peptide encoded thereby after in vitro transfection 
of mammalian cells. 

24. A recombinant vector containing a DNA sequence encoding a peptide according 
to claim 1 and expressing said peptide encoded thereby after in vivo 
administration. 

25. A recombinant vector containing a DNA sequence encoding a peptide according 
to anyone of claims 2 to 4 and expressing said polypeptide encoded thereby after 
in vitro transfection of mammalian cells. 

26. A recombinant vector containing a DNA sequence encoding a peptide according 
to anyone of claims 2 to 4 and expressing said polypeptide encoded thereby after 
in vivo administration. 

27. A pharmaceutical composition comprising effective amounts of a peptide 
according to claim 1, and a pharmaceutical^ acceptable diluent, carrier or 
adjuvant. 

28. A pharmaceutical composition comprising effective amounts of a molecule 
according to anyone of claims 2 to 18, and a pharmaceutical^ acceptable diluent, 
carrier or adjuvant. 

29. A pharmaceutical composition according to anyone of claims 27 or 28, and 
including a a pharmaceutical^ acceptable detergent. 



33 



30. The use of the pharmaceutical composition according to anyone of claims 27 to 
29 for the treatment of Systemic Inflammatory Response Syndrome. 

31. The use of the pharmaceutical composition according to anyone of claims 27 to 
29 for the treatment of Gram-negative sepsis and its sequelae. 

32. The use of the pharmaceutical composition according to anyone of claims 27 to 
29 for the treatment of obstructive jaundice. 

33. The use of the pharmaceutical composition according anyone of claims 27 to 29 
for the treatment of inflammatory bowel diseases. 

34. The use of the pharmaceutical composition according to anyone of claims 27 to 
29 for the treatment of bacteremia. 

35. The use of the pharmaceutical composition according to anyone of claims 27 to 
29 for the treatment of osteomyelitis. 

36. The use of the pharmaceutical composition according to anyone of claims 27 to 
29 for the treatment of patients at risk of developing sepsis. 

37. The use of the pharmaceutical composition according to anyone of claims 27 to 
29 for methods to treat chronic infections, arthritis or rheumatic disorders. 
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